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Antibiyotikler, bakteriyel enfeksiyon hastaliklarmin tedavisinde kullanilan, insan ve hayvan
saglig1 agisindan ¢ok biiyiik 6neme sahip biyolojik kaynakli ya da sentetik olarak elde edilen
ilaglardir. Insanlar tarafindan antibakteriyel ajanlarm yanhs kullanimi; hayvanlarda
hastaliklarin tedavisi ve 6nlenmesi disinda, gelisiminin hizlandirilmasi, verimin artirilmasi,
gida kalitesinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilmasi, antibiyotige direngli bakteri suslarinin
artmasina yol agmistir. Biyolojik sivilarda, dokularda, et, siit ve bal gibi besin maddelerinde
antibiyotik kalintilarinin kontrolii son derece O6nem arzetmektedir. Bu nedenle kalinti
antibiyotik diizeyinin kolayca saptanabilecegi, hizli, duyarli, ucuz ve basit tayin
yontemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir. Tez kapsaminda, Siprofloksasin ve Gentamisin
tayinine yonelik basit, hizli, diisik maliyetli voltametrik sensdrler gelistirilmistir. Bu
kapsamda doniisiimlii voltametri metodu kullanilarak camsi karbon elektrot modifiye
edilmistir. Siprofloksasin ve Gentamisin antibiyotiklerinin elektrokimyasal davraniglari kare
dalga siyirma voltametri metoduyla incelenmistir. Tez kapsaminda Siprofloksasin i¢in bir,
Gentamisin i¢in iki farkli yontem gelistirilmistir. Siprofloksasin tayini 2-Tiyofen metanol ile
modifiye edilmis camsi1 karbon elektrot kullanilarak 0.1-200 uM lineer aralikta, 7 nM tayin
st ile gerceklestirilmistir. Ilk ydntemde Gentamisin tayini, 0.05-4.00 mM dogrusal
araliginda 0.039 mM saptama sinir1 ile 3-metil tiyofen ve 3-tiyofen karboksilik asidin bir
kombinasyonu kullanilarak modifiye edilmis camsi karbon elektrot kullanilarak
gergeklestirildi. Ikinci yontemde; Gentamisin tayini, p -siklodekstrin ve p-toluen siilfonik
asit kombinasyonu ile 0.06-3.50 mM dogrusal araliginda 0.048 mM'lik bir sinir ile modifiye
edilmis camsi karbon elektrot kullanilarak gergeklestirildi. Gelistirilen yontemlerin analitik
uygulamalari sentetik idrarda yapilmis ve geri kazanim verimleri hesaplanmuistir.

Anahtar Kelimeler: Siprofloksasin, Gentamisin, voltametri, sensor, 2-tiyofen metanol, 3-
tiyofen karboksilik asit, 3-metil tiyofen, B-siklodextrin, p-toluen siilfonik asit.
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Antibiotics are biological sourced or synthetically obtained drugs that are of great
importance for human and animal health, used in the treatment of bacterial infectious
diseases. However, their effect strength is decreasing due to the bacterial resistance that
becomes widespread day by day. Misuse of antibacterial agents by humans; apart from the
treatment and prevention of diseases in animals, its use for accelerating its development,
increasing the yield, improving food quality has led to an increase in antibiotic resistant
bacteria strains. Control of antibiotic residues in biological fluids, tissues, nutrients such as
meat, milk and honey is extremely important. For this reason, fast, sensitive, cheap and
simple determination methods are needed in which the residual antibiotic level can be easily
determined. In the scope of the thesis, simple, fast, low cost voltammetric sensors have been
developed for the determination of Ciprofloxacin and Gentamicin. In this context, the glassy
carbon electrode was modified using the cyclic voltammetry method. Electrochemical
behavior of Ciprofloxacin and Gentamicin antibiotics were investigated by square wave
stripping voltammetry method. Within the scope of the thesis, one method for Ciprofloxacin
and two different methods for Gentamicin have been developed. Determination of
Ciprofloxacin by using glassy carbon electrode modified with 2-Thiophene methanol; It was
performed in the 0.1-200 uM linear range, with the 7 nM detection limit. In the first method,
Gentamicin determination was carried out by using glassy carbon electrode modified using
a combination of 3-methyl thiophene and 3-thiophene carboxylic acid by detection limit
0.039 mM in the linear range of 0.05-4.00 mM. In the second method; determination of
Gentamicin was carried out using glassy carbon electrode modified with the combination of
B-cyclodextrin and p-toluene sulfonic acid by a limit of 0.048 mM in the linear range of
0.06-3.50 mM. Analytical applications of the developed methods were made in synthetic
urine and their recovery efficiencies were calculated.

Keywords: Ciprofloxacin, Gentamicin, voltammetry, sensor, 2-thiophene methanol, 3-
thiophene carboxylic acid, 3-methyl thiophene, B-cyclodextrin, p-toluene sulfonic acid.
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1. GIRIS

Antibiyotik terimi, kelimenin tam anlamiyla “hayata kars1” anlamina gelen “antibiyoz”
kelimesinden tiiretilmistir. Gegmiste, antibiyotiklerin bir mikroorganizma tarafindan
tiretilen ve diger mikroorganizmalar igin toksik olan organik bilesikler oldugu
diisiiniiliiyordu [ 1]. Geleneksel olarak, antibiyotik terimi, diisiik konsantrasyonlarda diger
mikroorganizmalar1 6ldiiren veya biiyiimelerini engelleyen, ancak az miktarda konake1
hasarina neden olan veya hi¢ olmayan mikroorganizmalar tarafindan sentezlenen
maddeleri ifade eder. Antimikrobiyal ajan kelimesi ise, diigiik konsantrasyonlarda
mikroorganizmalarin biiylimesini engelleyen veya oOldiiren ancak, ¢ok az konake1
hasarina neden olan veya hi¢ zarar vermeyen dogal, sentetik veya yar1 sentetik kokenli
herhangi bir maddeye karsilik gelir. Antibiyotikler ve antimikrobiyal ajanlar viriislere
kars1 aktivite gostermezler. Glinlimiizde bu iki terim siklikla birbirinin yerine kullanilir.
Bagka bir ifade ile antibiyotikler, bakteri kaynakli enfeksiyon hastaliklarinin tedavi
edilmesi amaciyla kullanilan, insan ve hayvan saglig1 agisindan ¢ok biiyiik 6neme sahip

sentetik olarak iiretilen veya biyolojik kaynakli ilaglardir [2].

1.1. Antibiyotiklerin Siniflandirilmasi

Antibiyotikler ¢ok c¢esitli faktdrlere gore siniflandirilabilmelerine ragmen genellikle etki
mekanizmalarina, etki giliclerine ve kimyasal yapilarina gore yapilan siniflandirma yaygin

olarak kullanilmaktadir (Sekil 1.1).



ANTIBIYOTIKLER

Etki giiclerine gore Etki mekanizmalarina gore Kimyasal yapilarina gore
Bakteriyostatikler Bakteri hiicre duvarinin p- laktamlar
sentezini inhibe edenler
Makrolidler
Bakterisidler Sitoplazma membran
gegirgenligini bozanlar Tetrasiklinler
Bakteri genetik materyali Stilfonamidler
tizerine etki edenler
Glikopeptidler
Ribozomlarda protein
sentezini bozanlar Oksazolidinonlar
Bakteriyel Kinolonlar
Antimetabolitler
Aminoglikozitler

Sekil 1.1: Antibiyotiklerin siniflandirilmasi.

Etki giiclerine gore antibiyotikler

1.1.1.1. Bakteriyostatikler

» Linkozamidler
» Siilfonamidler
» Makrolitler

» Amfenikoller

Minimum inhibitér konsantrasyonu

bakteriyostatikler ve bakterisidler olmak tizere iki grupta siniflandirilirlar.

antibiyotikler asagida listelenmistir [3].

» Tetrasiklinler

» Mikonazol

» Metronidazol

Mikroorganizmalar {izerinde gosterdikleri etki derecelerine gore antibiyotikler

Bakteri hiicrelerinin gelismesini veya tiremesini 6nleyerek bu bakterilerin viicut savunma

sistemleri tarafindan kolaylikla yok edilmesini saglarlar. Bakteriyostatik etki eden

(MIK) terimi Bakteriyostatik etki giiciiniin
gostergesi olarak kullanilmaktdir. MIK 18 veya 24 saatlik bir inkiibasyondan sonra

goriiniir bilyiimeyi Onleyen en diisiik antimikrobiyal ajan konsantrasyonudur [2].




1.1.1.2. Bakterisidler

Bakterileri dogrudan oldiirerek yok eden antibiyotiklerdir. Bakterisid etki eden
antibiyotikler asagida listelenmistir [3].

» Florokinolonlar » Rifampisin
» Aminoglikozidler » Vankomisin
» Sefalosporinler » Penisilinler
» Polimiksinler » Teikoplanin

Bakterisid etki giiciiniin gostergesi minimum bakterisid konsantrasyonu (MBK) terimi ile
ifade edilir. MBK mikrobiyal hiicrelerin % 99.9'unu 6ldiiren minimum konsantrasyon

olarak tanimlanir [2].

1.1.2. Etki mekanizmalarina gore antibiyotikler

Etki mekanizmasina gore antibiyotikler bes grupta incelenmektedir.

1.1.2.1. Bakteri hiicre duvarmin sentezini inhibe eden antibiyotikler

Yapisal olarak, bakteri hiicre duvari, N-asetilmuramikten olusan peptidoglikan ad1 verilen
polisakkarit varligiyla diger tiim organizmalardan farklidir. Diger tiim organizmalar gibi,
bakteri hiicre duvari da hiicreye yapisal yonden tamamlanma saglar; bu nedenle, bakteri
biiyiimesini 6nlemek i¢in en O6nemli siire¢, bakteri hiicre duvarlarinin peptidoglikan
katmanini inhibe ederek hiicre duvari sentezini durdurmaktir. Bu islevi ger¢eklestirmek
icin kullanilan ajanlara hiicre duvari sentez inhibitorleri denir ve bu ajanlarin varliginda
bliyliyen yeni bakterilerin hiicre duvari peptidoglikandan mahrumdur. Penisilin tiirevleri,
Sefalosporinler, Monobaktamlar ve Karbapenemleri igeren Laktamlar, bakteri hiicre
duvar sentezini inhibe eden baslica antibiyotiklerdir. Bakteri sitoplazmasinin igindeki
yiiksek osmotik basinca direnmek suretiyle, hiicrenin biitiinliglinii koruma gorevini
istlenen hiicre duvar1 herhangi bir nedenden dolay1 olusmazsa veya zayiflayacak olursa
hiicre sigserek pargalanir. Beta Laktam tiirevi antibiyotikler, bakteri hiicre duvar1 sentezini
bozarak hiicre duvarinin olusumuna engel olur. Hiicre duvar1 olusamadig: i¢in bakteri
hiicresi yagamini yitirir. Bu tip ilaglar gelisimini tamamlamis bakterilerde hiicre duvari
olustugu i¢in etki etmezken Ozellikle iiremekte ve gelismekte olan bakteriler {izerinde

bakterisid etki gosterirler [4].



1.1.2.2. Sitoplazma membran gecirgenligini bozan antibiyotikler

Sitoplazmay1 kapsayan sitoplazmik zar, segici bir bariyer gorevi goriir ve hiicrenin i¢
kompozisyonunu kontrol eder. Baz1 antiseptikler ve yiizeyde aktif antibiyotikler (deterjan
Ozelligine sahip) sitoplazma membraninin gecgirgenligini artirarak, sitoplazma i¢indeki,
fonksiyonel 6neme sahip olan makromolekiillerin ve iyonlarin disar1 sizmalarina neden
olarak bakterisid etki gosterirler. Bunlarm etkisinin, hiicre duvari sentezini bozan
antibiyotiklerin aksine, bakterinin iireme ve gelisme doneminde olup olmamasi ile
herhangi bir iligkisi yoktur; gelisimini tamamlamis bakterileri de etkisiz hake getirirler.
Bu grupta yer alan antibiyotiklere Ornek olarak Polimiksinler, Amfoterisin B,

Gramisidin, Nistatin ve diger birtakim antifungal ilaglar ve Siklosporin A verilebilir [5].

1.1.2.3. Bakteri genetik materyali iizerine etki eden antibiyotikler

Enfeksiyoz hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilan antibiyotiklerin en 6nemli
hedeflerinden biri niikleik asit sentezini engellemektir. Bu amacg i¢in kullanilan
antibiyotiklere niikleik asit sentez inhibitorleri denir. Okaryotik ve prokaryotik hiicreler
arasinda Deoksiribo Niikleik Asit (DNA) ve Ribo Niikleik Asit (RNA) sentezi yapan
enzimlerdeki etki farki, antibiyotigin gelisimini destekleyen secici toksisiteye ulagsmaya
yardimct olur. Bu siniftaki antibakteriyeller, DNA inhibitorleri ve RNA inhibitorleri
olarak alt gruplara ayrilabilir. RNA inhibitorleri, daha sonra proteinlere doniisiim igin
genetik materyalin haberci RNA transkriptlerinin tretildigi bakteriyel transkripsiyon
siirecine miidahale eder. Rifamisin ailesinin iyi bilinen bir 6rnegi olan Rifampin gibi
RNA inhibitorleri, DNA'ya bagimli RNA polimeraza baglanir ve bdylece RNA'nin
uzamasini onleyen bir duvar olusturur. Boyle bir durum, hiicre liimiiyle sonuglanan
bakterilerin normal islevini etkileyen gen transkripsiyonunu onler. Diger tiim biyolojik
polimerizasyon siirecleri gibi DNA sentezi de baglama, uzama ve sonlandirma agamalari
ile saglanir; bu nedenle antibakteriyel ilaglar, DNA sentezini inhibe etmek i¢in bu
islemlerden herhangi birini hedefler. Kinolonlar DNA inhibitorleri olarak caligir.
Kinolonlar, DNA giraza baglanir ve islevlerini inhibe eder, bu da sonugta hiicre hasarina

yol agan DNA replikasyonunun inhibisyonu ile sonug¢lanir [4].

1.1.2.4. Ribozomlarda protein sentezini bozan antibiyotikler

Bu grupta yer alan ilaglarin antibakteriyel spektrumlar1 cogunlukla genistir. Hem gram-
negatif hemde gram-pozitif mikroorganizmalarin gelismesini inhibe ederler. Cogunlukla

bakteriyostatik olup, az bir kismi ise bakterisid etki gostermektedir (Aminoglikozidler).



Protein sentezini inhibe eden ilaglar, en genis antibiyotik siniflar1 arasinda olup 50S
inhibitdrleri ve 30S inhibitorleri olmak iizere iki alt sinifa ayrilirlar. Bu ilaglarin bazilar
bakterilerin ribozomlar1 ile kombine olurlar ve ribozomlar icinde, bakterinin genetik
materyalinde kodlanmis bir transkript olan ve mesenger RNA (mRNA) tarafindan
yonetilen protein sentezini bozarlarken, genellikle memeli hiicrelerindeki protein
sentezini olumsuz etkilemezler.

50S ribozom inhibitorleri arasinda Makrolid, Linkosamid, Streptogramin, Amfenikol ve
Oksazolidinon antibiyotikleri yer alir. Genel olarak 50S ribozom inhibitorleri, protein
translasyonunun baslamasii fiziksel olarak bloke ederek veya nakent peptit zincirini
uzatan peptitiltransferaz reaksiyonunu inhibe eden peptitil-tagtyict RNA (tRNA)'larin
translokasyonuyla ¢alisir.

30S ribozom inhibitorleri Tetrasiklin ve Aminosiklitol antibiyotik ailelerini igerir.
Tetrasiklinler, aminoacil-tRNA'larin ribozomlara erisimini engelleyerek calisir.
Aminosiklitol sinifi, 30S ribozom alt biriminin 16S ribozomal RNA (rRNA) bilesenini
baglayan Spektinomisin ve Aminoglikozit antibiyotik ailesinden olusur. Spektinomisin,
uzama faktorii ile katalizli translokasyonu inhibe ederek peptit-tRNA'nin ribozom
baglanmasina kars1 stabilitesine miidahale eder ancak, proteinin hatali translasyonuna
neden olmaz. Aksine, Aminoglikozitler ve 16S rRNA arasindaki etkilesim, bir mRNA
kodonu ve ribozomda ayni kokenli yiiklii aminoacil-tRNA arasinda olusan kompleksin
konformasyonunda bir degisiklik olusturabilir ve bu da proteinin hatali translasyonu ile

sonuclanabilen tRNA uyumsuzlugunu tesvik eder [6].

1.1.2.5. Bakteriyel antimetabolitler

Siilfonamidler ve Trimetoprim gibi bazi1 antibiyotiklerin, bakterilerin hiicresel
metabolizmasi i¢in gerekli bir substrati taklit etti§i gdsterilmistir. Bu aldatmaca,
bakteriyel enzimlerin kendilerini normal substrattan ziyade antibiyotige baglamasina
neden olur. Ozellikle, Siilfonamidler bakteri hiicrelerinde folik asit sentezi icin gerekli
olan tetrahidrofolat gibi davranirlar. Folik asit, niikleik asit ve amino asitlerin
metabolizmasinda hayati 6nem tasir; bu nedenle Siilfonamidler, niikleik asitlerin (DNA-
RNA) ve amino asitlerin, folik asit metabolizmasi i¢in gerekli substratlari taklit ettikleri

icin sonugta niikleik asitlerin akigini bozarlar [1].



1.1.3. Kimyasal yapilarina gore antibiyotikler

Farkl1 kimyasal yapiya sahip antibiyotikler farkli terap6tik davranig gosterir; bu nedenle,
antibiyotikleri kimyasal yapilarina gore smiflandirmak zorunlu bir ihtiyactir. Bu
siniflandirma, benzer yapisal birimlerin benzer toksisite, etkililik ve diger ilgili 6zelliklere
sahip oldugu icin de ¢ok Onemlidir [4]. Kimyasal veya molekiiler yapilarina gore
antibiyotikler yaygin olarak f-laktamlar, Makrolidler, Tetrasiklinler, Kinolonlar,
Aminoglikozitler, Siilfonamidler, Glikopeptidler ve Oksazolidinonlar olarak

siniflandirilirlar [1].

1.1.3.1. B- laktamlar

Bu grupta yer alan antibiyotikler, yapisinda bir azot ve ii¢ karbon olan dort tiyeli bir -
laktam halkasina sahiptirler (Sekil 1.2). Bakterilerde hiicre duvarinin sentezi i¢in gerekli
proteinlere miidahale ederek onlar1 6ldiiriir veya biiyiimelerini inhibe ederler. Daha agik
bir sekilde, penisilin baglayici protein (PBP) olarak adlandirilan bazi bakteriyel enzimler,
peptidoglikan sentezi sirasinda peptit birimlerinin ¢apraz baglanmasindan sorumludur. 3-
laktam antibiyotik iiyeleri kendilerini bu PBP enzimlerine baglayabilirler ve bu siirecte,
lizise ve hiicre 6liimiine neden olan peptidoglikan sentezine miidahale ederler. B-laktam
siifinin en 6nemli temsilcileri arasinda Penisilinler, Sefalosporinler, Monobaktamlar ve

Karbapenemler bulunur [1].
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Sekil 1.2: B-laktam halkasi.
Penisilinler

Penisilin, 1928 yilinda Alexander Fleming tarafindan kesfedilmis, daha sonra Howard
Walter Florey ve Ernst Boris Chainn penisilini izole ederek ticari iiretimde kullanilacak
hale getirmislerdir. Boylece tip alaninda antibiyotik cagi olarak adlandirilan dénem
baslamistir. Bakterisid etki gosteren Penisilinler bakteri hiicre duvar1 sentezini inhibe
ederek etkilerini gosterirler. Penisilinin genel yapisi sekil 1.3 de gosterilmistir. Penisilin
siifinin iiyeleri arasinda Penisilin G, Penisilin V, Oksasilin (Dikloksasilin), Metisilin,
Nafsilin, Ampisilin, Amoksisilin, Karbenisilin, Piperasilin, Mezlosilin ve Tikarsilin
bulunur. Penisilin G, bu grup antibiyotikler ve aslinda tiim antibiyotikler arasinda iiretilen

ilk antibiyotiktir. Penisilin G'nin dar bir spektrumu vardir; sadece gram pozitif bakteriler



(streptokoklar) ve Treponema pallidum ve meningokoklar gibi bazi gram negatif
bakteriler buna duyarhidir. Bazi bakteriler enzimleri kodlayarak antibiyotiklerin
aktivitesine kars1 koyabilirler. Bunu g6z 6niinde bulundurarak, Amoksisilin , Karbenisilin
ve Ampisilin gibi bazi antibiyotikler, farkli yan zincirlerle yar1 sentetik olarak
gelistirilmistir. Bu yan zincirler, antibiyotiklere, belirli bakteri suslar1 tarafindan iiretilen
baz1 enzimlerin bozunma kapasitesinden kaginma ve ayni zamanda bu bakteriyel hiicre
duvarlarinin dis zarindan antibiyotiklerin hareketini kolaylastirma yetenegi kazandirir.
Bu ¢ift yonlii yetenek gram-negatif bakterilere karsi etkinlik spektrumlarini artirir.
Ozellikle Augmentin gibi baz1 Penisilinler, bakteriyel penisilinaz enziminin aktivitesini
inhibe edebilen antibiyotik olmayan bilesik ile kombinasyon halinde tiretilir. Augmentin
aslinda Amoksisilin (antibiyotik) ve antibiyotik olmayan bir bilesik olan klavulanik asit
iceren bir ilagtir. Klavulanik asit -laktamaz enzimini inhibe edebilir, boylece Augmentin
amoksisilin bileseninin penisilinaz {ireten bakteriler arasinda bile antibakteriyel

aktivitesini uzatabilir [1].
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Sekil 1.3: Penisilin yapisi.
Sefalosporinler

En sik recete edilen ve uygulanan antibiyotik gruplarindan biridir. Sefalosporin bilesikleri
ilk olarak 1948 yilinda Italyan bilim adami Giuseppe Brotzu tarafindan Sefalosporium
akremonyum Xkiiltiirlerinden izole edildi. Sefalosporinler dogal olarak bir mantar olan
Sefalosporium akremonyum dan elde edilen Sefalosporin C'den elde edilir.
Sefalosporinler 7-aminosefalosporanik asit ¢ekirdegi ve 3,6-dihidro-2 H-1,3-tiazan
halkalar1 igeren yan zincir igerir (Sekil 1.4) ve ortak bir B-laktam halkasini paylastiklari
icin yapisal ve fonksiyonel olarak penisilinler ile benzerlik gosterirler. Sefalosporinler,

bir B-laktam halkasina bagli kiikiirt atomuna sahip alt1 tiyeli bir halkadan olusur [7].



Sekil 1.4: Sefalosporin yapisi.

Sefalosporinler, spektrum, nesil, kimyasal yapi, PB-laktamazlara diren¢ ve klinik

farmakoloji gibi farkli 6zelliklerine gore siniflandirilabilir.

Monobaktamlar

Bu antibiyotik ilk olarak Skyes ve arkadaslari tarafindan kesfedilmistir. Antibiyotik
Chromobacterium violaceum bakterisinden elde edilmistir. Monobaktamlar B-laktam
bilesiklerinin bir pargasidir ancak diger f-laktamlarin aksine, monobaktamlarin B-laktam
halkasi tektir ve baska bir halkaya kaynasmamistir (Sekil 1.5). Aztreonam, dar bir aktivite
spektrumuna sahip, piyasada bulunan tek monobaktam antibiyotiktir. Aztreonam sadece
Neisseria ve Pseudomonas gibi aerobik gram-negatif bakterilere karsi etkilidir; bu bakteri
gruplarinin neden oldugu zatiirre, septisemi ve idrar yolu enfeksiyonlarinin tedavisinde

kullanilir. Monobaktamlar gram pozitif bakterilere veya anaeroblara karsi etkili

degildirler [1].
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Sekil 1.5: Monobaktam yapisi.

Karbapenemler

Karbapenemlerde, Sefalosporinler ve Penisilinlerde oldugu gibi molekiil yapisinda baska

bir halka ile kaynagmis B-laktam halkasi bulunur, Penisilindekine benzer bisiklik (iki



halkali) bir ¢ekirdege sahiptirler. B-laktam halkasina bitigik olan 5 {iyeli halkada kiikiirt
bulunmayis1 nedeniyle Penisilinlerden farkli bir yap: gosterir (Sekil 1.6). Karbapenemler
bakteriyel enfeksiyonlara kars1 miicadelemizde ¢ok 6nemli bir yer tutar. Bunun nedeni -
laktamaz enziminin hidrolitik etkisine direnebilmeleridir. Bilinen yiizlerce P-laktam
arasinda, Karbapenemler gram-negatif ve gram-pozitif bakterilere kars1 en genis aktivite
spektrumuna ve en biiylik potansiyele sahiptir. Genellikle “son care antibiyotikleri”
olarak adlandirilirlar ve enfeksiyonlu hastalar agirlagtiklarinda veya direncli bakterilere
sahip olduklarindan siiphelenildiklerinde uygulanirlar. Karbapenem smifinin iiyeleri
arasinda Imipenem, Meropenem, Ertapenem Doripenem, Tomopenem, Panipenem,

Biapenem, Faropenem ve Tepipenem pivoksil bulunur.
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Sekil 1.6: Karbapenem yapisi.
1.1.3.2. Makrolidler

Makrolidler, gram-pozitif bakterilere karsi genis bir aktivite spektrumuna sahip
bakteriyostatik antibiyotiklerdir. Adindan da anlasilacagi gibi, makrolidler tipik olarak 12
veya daha fazla atomdan olusan makrosiklik lakton halkalaridir. Makrolid antibiyotikler,
genellikle Kladinoz veya Desosamin gibi bir veya daha fazla seker iceren bakteriyostatik
ilaglardir. Eritromisin kesfedilen ve klinik kullanima giren ilk Makrolid antibiyotiktir.
Eritromisin 14 iyeli bir lakton halkasi, iki seker, Desosamin ve Kladinoz igerir.
Kesfedilen ilk makrolid antibiyotik olan Eritromisin, 6zellikle penisiline alerjisi olan
hastalarda iist solunum yolu ve hassas organizmalarin neden oldugu cilt ve yuamusak doku

enfeksiyonlarinin tedavisi i¢in 1950'lerin bagindan beri kullanilmaktadir [8].

1.1.3.3. Tetrasiklinler

Tetrasiklin antibakteriyeller, Streptomyces bakteri cinsi veya bu bilesiklerin yar1 sentetik
tiirevleri tarafindan sentezlenen polisiklik genis spektrumlu antibiyotiklerdir.
Psodomonas aeruginosa gibi birkag istisna disinda, tetrasiklinlerin ¢ogu gram-pozitif ve

gram-negatif bakteriler icin hem aerobik hem de anaerobik bakteriyostatik aktiviteleri



vardir. Tetrasiklinler protein sentezi inhibitorleri olarak islev goriir. Tetrasiklinler,
ribozomlarn 30S alt birimine baglanir. Baglanmanin bir sonucu olarak, aminoagil-
tRNA'nin baglanmasi 6nlenir. Yeni ortaya ¢ikan peptit zincirine amino asitlerin ilave

edilmesi 6nlenerek protein sentezi inhibe edilir [9].

1.1.3.4. Siilfonamidler

Siilfonamidler sentezlenen ilk antimikrobiyal ilaglardir. Siilfonamidlerin antimikrobiyal
etkisinin mekanizmasi, mikroorganizmalarin biiylimesini ve ¢ogalmasini onleyen folik
asit sentezinin inhibisyonuna dayanir. Bu etki mekanizmasi nedeniyle, Siilfonamidler
bakteriyostatik ajan grubuna aittir. 20. yiizyilin baglarinda Prontosil’in (Prontosil rubrum)
antimikrobiyal etkisinin kesfi kemoterapi gelisiminin baslangicini olusturmaktadir. Bu
kesif icin Gerhard Domagk 1939'da Nobel Tip Odiilii'ne layik goriilmiistiir. Prontosil,
Siilfonamid yapisma sahip bir azo-boyadir. Insan viicudunda Prontosil, Siilfanilamide
donistiirtiliir. Siilfonamidler, gram-pozitif ve bagirsak bakterileri Escherichia coli,
Shigella, Salmonella, Klebsiella ve Enterobacter tiirleri gibi baz1 gram-negatif bakterilere
karst etkili genis spektrumlu antimikrobiyal ilaglardir. Siilfonamidler, folik asit
metabolizmasit dongiisiinde para-aminobenzoik asit (PABA) inhibitorleri olarak

davranarak bakterilerin ¢cogalmasini engellemektedirler [10].

1.1.3.5. Glikopeptidler

Glikopeptid antibiyotikleri, bakteri hiicre duvarinin sentezini inhibe ederek etki
gosterirler. Glikopeptidler, c¢esitli filamentli aktinomisetler grubu tarafindan iiretilen
glikosile siklik veya polisiklik nonribozomal peptitlerdir. Vankomisin, klinik kullanimda
en iyi bilinen glikopeptitlerden biridir. Bu antibiyotik dnce toprak aktinobakterilerinden
izole edilmistir. Vankomisin, diger antibakteriyellere bilinen veya siliphelenilen direnci
olan gram-pozitiflerin neden oldugu ciddi enfeksiyonlar tedavi etmek i¢in kullanilir.
Clostridium difficilenin bagirsak enfeksiyonu da Vankomisin ile tedavi edilebilir.
Neisseria hari¢, Vankomisinin gram negatif bakterilere kars1 aktif olmadigi bilinmektedir.
Glikopeptitler, enterokoklar, Metisiline direngli Staphylococcus aureus ve Clostridium
difficile gibi gram-pozitif patojenlerin yol a¢tig1 ¢cok ciddi enfeksiyonlara kars1 tedavi i¢in
kullanilan ¢ok yaygin terapdtik smiftir. Bu terapétikler, peptidoglikana baglanarak ve
daha sonra sitoplazmik membranin dis yilizeyi tizerindeki peptidoglikan i¢inde ve arasinda

peptitleri ¢apraz baglayarak gram-pozitif bakterileri hedeflemektedirler [11].
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1.1.3.6. Oksazolidinonlar

Oksazolidinonlar, bakteriyel protein sentezinin erken bir asamasini hedefleyen protein
sentez inhibitorleridir. Bu bakteriyostatik sentetik antibakteriyel ajanlar, genellikle son
care tedavisi olarak yiiksek direngli gram-pozitif bakterilere karsi kullanilir. Linezolid,
Ranbezolid ve Tedizolid, Oksazolidinonlara ornektir. Oksazolidinonlar, Metisiline
direncli Staphylococcus-aureus, Penisiline direngli streptokoklar ve Vankomisine
direngli enterokoklar dahil olmak tizere ¢ogul direngli gram pozitif patojenlere kars1 aktif
olan yeni bir sentetik antibakteriyel madde sinifim1 temsil eder. Oksazolidinonlar, N-
formilmetiyonil-tRNA'nin ribozoma baglanmasini igeren erken bir asamay1 hedefleyen

protein sentez inhibitorleridir [12].

1.1.3.7. Kinolonlar

Kinolonlar, insanlarda idrar yolu enfeksiyonlar1 i¢in kullanilan bakteriyostatik etki
sergileyen sentetik antibakteriyel ajanlardir. Klinik kullanimdaki c¢ogu Kinolonlar
Florokinolonlardir, yani merkezi bisiklik sisteme, tipik olarak C6 veya C7'de bagh bir
flor atomu igerirler. Kinolonlar ve Florokinolonlar, replikasyon ve transkripsiyon
sirasinda olusan DNA-topoizomeraz kompleksini stabilize ederek etki eder.
Florokinolonlar, Legionella pneumophila ve Mycoplasma pneumoniae'ye karsi aktiviteye
sahiptir. 1960'h yillarda Nalidiksik asidin antibakteriyel aktiviteye sahip oldugu
kesfedildi. Bu 6zelligin kesfinden bu yana, Nalidiksik asidin analoglar1 olan bir¢ok
sentetik Kinolon antibiyotik gelistirilmistir. Florokinolonlarda, Enoksasinin gelismesiyle
bir atilim yapildi. Bu bilesik gelistirilmis aktivite spektrumuna sahiptir. Ayrica flor ile
stibstitiisyonun bakteri alimin1 arttirdig1 kesfedildi. Enoksasin i¢indeki piperazinil halkasi
gibi temel siibstitiientlerin ilacin farmakokinetik 6zelliklerini artirdig1 goriilmektedir.
Siprofloksasin (SIP), bir siklopropan halkasi olan bir Enoksasin tiirevidir. Su anda
Kinolonlar antibakteriyel spektrumlarma gore 4 kusakta incelenmektedir. 1. Nesil,
Rosoxacin; 2. Nesil, Enoksasin ve SIP; 3. Nesil, Tosufloksasin; 4.Nesil ise Gemifloksasin

ve Besifloksasindir [13].
Siprofloksasin (SIP)

Genellikle orijinal ticari adi1 Cipro olarak adlandirilan SIP, diinyada yaygin olarak
bakteriyel enfeksiyonlar icin recete edilen antibiyotiklerden biridir. Kinolon
antibakteriyel smifinin bir iyesidir. 1980'lerde Bayer Pharmaceuticals'taki bilim

adamlar1, Norfloksasinin etil grubunun bir siklopropil grubuyla degistirilmesinin gram-
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negatif bakterisidal aktivitesini biiyiik dl¢tide arttirdigini kesfettiler. 1987'de Bayer, oral
yoldan uygulanan SIP i¢in Amerikan Gida ve ila¢ Idaresi (FDA) onayi alds; intravendz
formu ise 1991 yilinda onaylandi. Simdi ise Diinya Saglik Orgiitii (WHO) 'niin temel
ilaglar listesinde yeralmaktadir.

Uluslararasi temel ve uygulamali kimya birligi (IUPAC) tarafindan 1-Cyclopropyl-6-
fluoro-4-oxo-7-(piperazin-1-yl)-1,4-dihydroquinoline-3-carboxylic acid olarak
isimlendirilir (Sekil 1.7). Bakterisidal olan SIP, DNA replikasyonu i¢in gerekli bir enzim
olan DNA girazi baglayarak ve inhibe ederek etki gdsteren bir Florokinolon antibiyotik

tiiriidiir [14].
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Sekil 1.7: Siprofloksasinin yapisi.

SIP hem gram pozitif hem de gram negatif organizmalara kars1 etki gdstermektedir.
Yapisindaki 3. ve 4. pozisyonlarda yer alan sirasiyla bir COOH ve C=0 gruplarinin
genellikle Kinolonlarn  DNA  girazina baglanmast i¢in  gerekli  oldugu
diistiniilmektedir.Yeni Kinolonlarin yapisinda yer alan flor (F) gram negatif
mikroorganizmalara kars1 olan etkinliklerini artirarak, ayn1 zamanda hiicreye girislerini
de kolaylastirir [15].

SIP siniizitte, akciger enfeksiyonlarinda, idrar yolu enfeksiyonlarinda, orta kulak iltihabr,
genital organlarin enfeksiyonlarinda, géz enfeksiyonlarinda, sindirim sistemi ve karin igi
enfeksiyonlarda, kemik ve eklemlerde olusan enfeksiyonlarda, deri ve yumusak doku
enfeksiyonlarinda, kanda olusan enfeksiyonlarda, bagisiklik sistemi zayif olan kisilerde
meydana gelen enfeksiyonlarda, enfeksiyon riskinin yiiksek oldugu durumlarda ve

bagisiklik sistemi baskilanan hastalarin bagirsak enfeksiyonlarinda kullanilir [16].

Plazmada genelde iyonize olmamis formda bulunan SIP’in protein baglama diizeyi
oldukca diisiiktiir (%20-30). SIP akciger (alveolar makrofajlar, epitel sivisi, biyopsi
dokusu), iltihapli lezyonlar (kantarid kaynakli kabarcik sivisi) siniis ve iirogenital sistem

(tirin, endometrium, prostat) gibi cesitli dokularda yliksek konsantrasyon seviyesine
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ulasabilir; buradaki toplam konsantrasyon plazma konsantrasyonundan fazladir. SIP,
cogunlukla bobreklerden, diisiik bir oranda ise feges yolu ile viicuttan atilir. Bobrek
fonksiyonlar1 normal olan goniilliilerde serum eliminasyon yarilanma 6mriiniin yaklasik

4-7 saat oldugu bildirilmistir.

1.1.3.8. Aminoglikozitler

Selman Waksman'in 1944'te Streptomisin’i kesfinden bu yana, Aminoglikozitler
antibakteriyel ila¢ tedavisinin 6n saflarinda yer almistir. Her ne kadar Streptomisin ilk
antibiyotik olmasa da, kesfi antibiyotik tarihinde bir doniim noktasiydi. Yiizyillardir insan
morbidite ve mortalitesinin bir nedeni olan tiiberkiiloz i¢in ilk etkili terapdtiktir. Bu genis
spektrumlu antibiyotikler bakteriyel protein sentezini inhibe ederek etki gosterirler [17].
Aminoglikozit antibiyotikler klinik olarak kesfedilen ve kullanilan ilk antibiyotikler
arasindaydi. Hi¢bir zaman tamamen gézden diismemis olsalar da, daha az yan etkisi olan
diger genis spektrumlu antibiyotiklerin ortaya ¢ikmasi nedeniyle onemleri azalmistir.
Gilintimiizde, ¢oklu ilaca direngli bakterilerin neden oldugu enfeksiyonlarin hizli bir
sekilde artmasiyla birlikte, 6zellikle gram-negatif patojenler i¢in kalan az sayidaki tedavi
segeneginden biri olarak Aminoglikozit antibiyotiklere geri doniilmiistiir. Dikkate deger
Aminoglikozitler arasinda Neomisin, Gentamisin (GNS), Tobramisin, Sisomisin,

Dibekasin, Amikasin, Arbekasin, izepamisin ve Netilmisin bulunur [18].
Gentamisin (GNS)

GNS, Micromonospora purpurea veya Micromonospora echinospora'nin fermantasyonu
ile iretilen genis spektrumlu bir Aminoglikozit antibiyotiktir. GNS, ilaglarda ii¢ ana
bilesenden (C1, Cla, C2) olusan bir antibiyotik kompleksidir (Sekil 1.8). Bu ajan,
bakteriyel 30S ribozomal alt birimine geri doniisiimsiiz bir sekilde baglanarak protein
sentezini engeller ve bakterisidal etkiye neden olur. Aminoglikozitler ¢ogunlukla
anaerobik bakteri, mantar ve viriislere karsi etkisizdir [19].

GNS, ozellikle immiin sistemi baskilanmis hastalarda ve mikobakteriyel enfeksiyonlarin
tedavisinde, gram negatif ve gram pozitif enfeksiyonlarin tedavisi i¢in klinik olarak
kullanilan bir smif antimikrobiyal ajan olan Aminoglikozitlere aittir. Polikatyonik
yapilari nedeniyle parenteral uygulama gerektirirler. Plazma konsantrasyonlari, bobrekler
ve odyovestibiiler aparat iizerindeki doza bagli olumsuz etkiler nedeniyle dar bir terapdtik
pencerede tutulmalidir [20]. GNS hem insanlarda hem de hayvanlarda kullanilan bir

antibiyotik tiridiir. At, kopek, kedi ve sigirlarda; lirogenital sistem enfeksiyonlari,
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solunum sistemi enfeksiyonlari, salmonella, kolibasillosis ve GNS’ye duyarl bakterilerin
neden oldugu septisemi, bakteriyemi ve yumusak doku enfeksiyonlar1 gibi hastaliklarin
tedavisi amaciyla kullanilmaktadir.

GNS, kas i¢i yolla verildiginde yaklasik 15 dakika i¢inde etkili olur ve bir saat igerisinde
kanda maksimum yogunluk seviyesine ulagir. %25-30 gibi bir oraninda serum
proteinlerine baglanir. Viicut dokularina hizli ve genis bir sekilde dagilir. Periton, plora
ve plasenta bosluklarina gecer. Biiyiik bir kism1 degigsmemis olarak idrar yoluyla viicuttan
atilir. Cok az miktarlarda safra ve siit yoluylada atilir. Tlag prospektiisiinde yer alan bilgiye
gore ilag kalint1 arinma siiresi; Tedavi siiresince ve son ilag uygulandiktan sonra besi
amach yetistirilen sigirlar 80 giin gegmeden kesilmemelidir. Tedavi siiresince ve son ilag
uygulandiktan sonra 4 sagim (2 giin) siireyle elde edilen siitler insan tiiketimine

sunulmamalidir.
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Sekil 1.8: Gentamisin siilfatin yapisi.
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1:2. Antibiyotik Direnci

Antibiyotik direnci, bakterilerin ¢evrelerine ¢ok hizli uyum saglayabildiklerinin bir
gostergesidir. Antibiyotige karsi1 direng, herhangi bir antibiyotigin normal tedavi dozunda
kullanilmasi halinde diren¢ kazanmis olan bakterileri 6ldiirememesi veya ¢ogalmalarina
engel olamamasi olarak ifade edilmektedir. Antibiyotiklerin kesfiyle birlikte es zamanh
olarak, mikroorganizmalar tarafindan antibiyotiklere kars1 diren¢ kazanilabilecegi bu
nedenlede gerekli tedbirlerin alinmamasi halinde kullanilan antibiyotiklerin enfeksiyon
hastaliklarinin tedavisinde etkili olmayacagi, dolayisiylada antibiyotik 6ncesi donemle
tekrardan karsilagilabilecegi ongoriilmiistiir. Bakterilerde antibiyotiklere karsi direng
gelisimi genellikle gereksiz ve uygunsuz antibiyotik kullaniminin bir sonucu olarak
ortaya c¢ikmaktadir. Yogun antibiyotik kullanimi ile wyillar boyunca direngli
mikroorganizmalar ortaya ¢ikmis ve bu direncli mikroorganizmalar ile ortaya cikan
enfeksiyonlarin tedavisi i¢in sorunlar yasanmaya baslanmistir. Antibiyotiklere karsi
direng gelisimi tiim diinya i¢in ¢ok Onemli bir halk sagligi problemi olarak kabul
edilmektedir. Antibiyotik direncinin korkulan boyutlara ulagmasini engellemenin
yollarindan biri yeni antibiyotiklerin kesfi olarak kabul edilmektedir. Antibiyotik direnci
uzun siireli hastanede kalmaya, mortalitenin artmasina ve daha yiiksek tibbi maliyetlerin
ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir. Tiim diinyada recete yazma ve antibiyotik kullanma
konusunda davranis degisikligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Davranis degisikligi olmadan
yeni ilaglar sentazlense dahi, antibiyotik direnci tiimdiinya i¢in 6nemli bir tehdit olmaya
devam edecektir. Hayvanlarada enfeksiyon hastaliklarinin tedavisi i¢in sadece veteriner
hekim gozetiminde antibiyotik verilmesi, biliyliimeyi desteklemek veya saglikli
hayvanlarda ileride olusabilecek hastaliklar1 6nlemek i¢in  antibiyotiklerin
kullanilmamas1 da antibiyotik direncini azaltmak acisindan alinacak tedbirler arasinda yer

almaktadir [21].

1.3. Gida Degeri Olan Hayvanlarda Antibiyotik Kullanilmasi

Hayvan sagligi ve yetistiriciliginde ilaglar; hastaliklarin onlenmesi ve sagaltimi,
gelisiminin ~ hizlandirilmasi, verimin  artirilmasi, hayvanlarin  davranislarinin
degistirilmesi ve gida kalitesinin iyilestirilmesi amaciyla kullanilmaktadir. Bu amaglar
icin kullanilan ilaglar; hayvanlarda, faydali ve zararli etkiler olmak iizere iki tiir etki
olusturur. Faydali etkileri; hastaliklar hafifleyebilir, iyilesebilir, koruyucu veya onleyici

etki olusabilir ya da hayvanin gelisimi hizlanabilir, gida kalitesinde iyilesme ve verim
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artis1 saglanabilir. Zararh etkiler olarak; doku ve organlarda hasar, direncli bakteri suslari
ve gidalarda kalinti riski gibi istenilmeyen durumlar ortaya cikabilir.

Hayvanlarda yukarida belirtilen amaglar dogrultusunda kullanilan antibiyotiklerin veya
diger ilaglarin bircogu hayvanlarin viicudunda kismen pargalanip etkisiz hale gelirken,
bazilar1 da son derece yavas parcalanmalari ve viicuttan atilamamalari nedeniyle
dokularda birikirler. Dokularda biriken bu antibiyotikler gida zincirine girerek, son
tilketici konumundaki insanlara kadar ulasir. Hayvansal kaynakli gidalardaki ilag
kalintilar; insan sagligi acisindan 6nemli bir sorun olusturur. Besin degeri olan
hayvanlarda bilingsiz antibiyotik kullanim1 devam ettigi miiddetge bal, siit, et ve yumurta
gibi gidalarda ilag¢ kalintilarinin bulunmasi siirekli giincelligini koruyacaktir [22].
Ulkemizde Gida, Tarim ve Hayvancilik Bakanhg tarafindan hayvansal iiriinlerde
antibiyotik kalintilarimin kontrolii ile ilgili yasal diizenlemeler yapilarak uygulamaya
konulmustur. Yapilan diizenlemelerde antibiyotikler ve diger veteriner ilaglarinin
kalintilar1 igin Maksimum Kalint1 Limiti (MKL) degerleri belirtilmigtir. MKL, besin
maddesi olarak kullanilan besinler icerisinde bulunmasina izin verilen ila¢ kalinti
miktaridir. Hayvansal besinlerde bulunan antibiyotik kalintilarinin, insan sagligi
tizerindeki olumsuz etkilerinden dolayi, hayvansal dokularda kalintt miktar1 ile ilgili
analizlerin yapilmasi son derece onemlidir [23]. Kalint1 analizlerinde kullanilan ¢esitli

metotlara literatiir 6zeti kisminda yer verilmistir.

1.4. Literatiir Ozeti

1.4.1. Siprofloksasin icin literatiirde yer alan tayin yontemleri

Hosseini ve dig. (2019) Kobalt Demir Oksit (CoFe>04) ve ¢cok duvarli karbon nanotiip
(MWCNT) ile modifiye edilmis Cams1 Karbon Elektrot (GCE) kullanarak gelistirdikleri
yontem ile 0.036 pM tayin smirinda ve 0.1-30 pM lik dogrusal aralikta SIP’in
elektrokimyasal tayinini gerceklestirmislerdir [24].

Jalal ve dig. (2019) Polietienimin, Demir 3 Oksit ve MWCNT kullanarak modifiye
ettikleri GCE ile biyolojik numunelerde SIP tayinini gerceklestirmislerdir. Bu calismada
modifiye edilen elektrod iizerinde SiP’in elektrokimyasal davranisi Diferansiyel Puls
Voltametrisi (DPV) teknigi kullanilarak incelenmis; gelistirdikleri bu yontem ile 3 nM
tayin smir1 ve 0.03-70 pM dogrusal aralikta SIP tayinini yaparak, idrar ve serum

orneklerinde basarili bir sekilde uygulamislardir [25].
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Radicova ve dig. (2017) Bor Katkili Elmas Elektrot (BDD) kullanarak insan idrarinda
SIP tayinini Kare Dalga Voltametrisi (SWV) teknigi ile geceklestirmislerdir. Gelistirilen
yontem 0.15-2.11 uM dogrusal aralikta ve 0.05 uM tayin s ile insan idrar
orneklerinde SIP tayininde basariyla uygulanmustir [26].

Madrakian ve dig. (2017) gercek drneklerde SIP tayini i¢in 3-merkaptopropiyonik asit
baslikli kadmiyum-siilfiir kuantum noktalarina dayanan hassas bir fliioresans probu
hazirlayarak 0.13-150 uM dogrusal aralikta ve 0.04 uM tayin smirinda farmasotik
preparatlarda ve insan serum &rneklerinde SIP tayinini gerceklestirmislerdir [27].
Abdel-Haleem ve dig. (2017) karbon pasta ve Nano-Kompozit Karbon pasta elektrot
(CPE)’ lar1 kullanarak fizyolojik sivilarda SIP’in potansiyometrik tayinini sirasiyla 79 ve
10 uM tayin sinir1 ile gerceklestirmislerdir [28].

Okan ve dig. (2017) su kaynaklarinda SIP molekiiliiniin tayini icin kolayca
uygulanabilen molekiiler baskili polimer (MIP) bazli mikromekanik konsol sensor
sistemi gelistirerek, SIP’i 1.5-150.9 uM konsantrasyon araligi i¢inde dogrusal olarak
tayin etmislerdir [29].

Stefano ve dig. (2016) SIP amperometrik tayini icin MWCNT modifiye yiizey baskili
elektrot (SPE), kitle enjeksiyon analizi ve akis enjeksiyon analizi ile amperometrik
algilama arasindaki iliskiyi karsilagtirmiglardir. Her iki analitik yontem ile genis lineer
aralikta (200 uM’a kadar) ve 0.1 pM tayin smuri ile SIP’in tayinini basarili bir sekilde
gerceklestirmislerdir [30].

Shan ve dig. (2015) Cd(II) ile modifiye ettikleri grafen elektrot (GE) ile Anodik Siyirma
Voltametrisi (ASV) ile SiP’in dolayli elektrokimyasal tayini farmasotik
formiilasyonlarda ve insan idrarinda 0.1-10 uM dogrusal aralikta ve 0.59 uM tayin sinir1
ile gerceklestirmislerdir [31].

Ayrica Montes ve dig. (2014) amperometrik ve kilcal elektroforez ile toplu enjeksiyon
analizi yontemlerini kullanarak [32]; Torriero ve dig. (2006) donen enzimatik biyosensor
kullanarak biyolojik sivilarda SIP ve norfloksasinin [33]; Obaydo ve Sakur (2019)
spektrofotometrik yontemle [34]; Sagirli ve dig. (2016) sivi kromatografi (LC)
yontemiyle [35]; Vella ve dig. (2015) Yiiksek performansl sivi kromatografisi (HPLC)
yontemiyle [36] SIP’i tayin etmislerdir.

1.4.2. Gentamisin icin literatiirde yer alan tayin yontemleri

Khaled ve dig. (2017) Kaliksaren ve MWCNT ile modifiye ettikleri SPE kullanarak
0.1 uM — 10 mM dogrusal aralikta ve 0.75 pM tayin sinirinda Gentamisin siilfatin (GNS)
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potansiyometrik tayinini yapmislardir. Gelistirdikleri yontem farmasotik preparatlarda
ve GNS ilave edilmis yiizey suyu 6rneklerinde basarili bir sekilde uygulanmistir [37].
Almeida ve dig. (2019) Kanamisin sablon baskili bir polimer kullanarak kati faz
ekstraksiyonundan sonra toplu enjeksiyon amperometrisi yontemini kullanarak 27 uM
tayin sinirt ile GNS tayinini ger¢eklestirmislerdir [38].

Zhang ve dig. (2018) HPLC/Tandem Kiitle Spektrometrisi (Tandem MS) ile kat1 faz
ekstraksiyonundan sonra hayvan dokularinda dort ana GNS bileseninin belirlenmesi
islemini basarili bir sekilde gergeklestirmislerdir [39].

Rodriquez ve dig. (2015) Sivi kromatografi-kiitle spektrometrisi (LC/MS) yontemini
kullanarak GNS tiirevlerini tayin etmislerdir [40].

Beloglazova ve dig. (2016) Immiinokimyasal yontemler gelistirerek 5 pg/Kg tayin sinir
ile siitte GNS’ nin kantitatif ve kalitatif tayinini gerceklestirmislerdir [41].

Abt ve dig. (2016) BDD Elektrotlar kullanarak N-acetylcysteine ve GNS’nin
ektrokimyasal tayinini yapmiglardir. Bu calismada GNS, 0.2-50 pg/mL dogrusal aralikta
ve 1.714 pg/mL tayin sinir1 ile DPV yontemi kullanilarak tayin edilmistir [42].

1.5, Amacg

Antibiyotikler, hastaliklarin tedavisinde en ¢ok kullanilan ilag tiirlerinden biridir. Ancak
etki giicleri giin gectikce yayginlasan bakteriyel direng nedeniyle azalmaktadir. Insanlarin
antibakteriyel ajanlar1 yanlis kullanmalari, hayvanlarda hastaliklarin iylestirilmesi ve
Oonlenmesi disinda, verimin artirilmasi, gelisiminin hizlandirilmasi ve besin degerinin
tyilestirilmesi amaciyla kullanilmas1 antibiyotige direngli bakteri suglarinin artmasina yol
acmustir. Bu yiizden biyolojik sivilarda, dokularda, et, siit ve bal gibi besin maddelerinde
antibiyotik kalintilarinin kontrolii son derece 6nem arzetmektedir. Yukarida verilen
literatiir 6zetinde goriildigi gibi antibiyotik tayini i¢in gelistirilen ve sik kullanilan en
ileri yontemler dogrulugu ve kesinligi yiiksek olan kromatografik yontemlerdir. Ancak
bu yontemler yiiksek maliyet, karmasik islem basamaklarindan olusmasi ve uzun zaman
almas1 gibi dezavantajlara sahiptir. Bu nedenle kalinti antibiyotik diizeyinin kolayca
saptanabilecegi, hizli, duyarli, ucuz ve uygulanmasi kolay tayin yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Bu tez kapsaminda, SIP ve GNS tayinine yonelik kolay bir sekilde
uygulanabilen, hizli, diisik maliyetli voltametrik sensorler  gelistirilmesi

hedeflenmektedir.
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2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Elektroanalitik Yontemler

Elektroanalitik yontemler, ¢ozeltideki bir analiti incelemek icin elektrokimyasal
hiicredeki potansiyeli ve/veya akimi 6lgerek analitin kalitatif ve kantitatif analizi i¢in
kullanilan elektrokimyasal tekniklerdir. Elektroanalitik yontemler bir elementin belirli bir
oksidasyon durumu i¢in spesifiktir ve enstriimantasyon diger yontemlere gore nispeten
ucuzdur. Iyonlarin tasima 6zelliklerinin &lgiilmesine dayanan elektroanalitik teknikler
arasinda voltametrik teknikler biiyiik 6neme sahiptir. Elektroanalitik tekniklerin genel

olarak siniflandirilmast Sekil 2.1 de gosterilmistir.

3 Potansiyel Kontrollii
.-E- Kulometri _| Hidrodinamik Normal Puls
§ Potansiyel Voltametri Voltametrisi
) Statik | Kontrolli Kronoamperometri : :
b= . Teknikler Puls Diferansiyel Puls
= Teknikler —| Voltametrisi Voltametrisi
= Voltametri —
= . . Kare Dalga
= Dinamik = Akim Voltametrisi
s Teknikler Kontrollii — Kronopotansiyometri
e | Teknikler  Sabit Elektrot |_|  Déniisiimlii
kv Voltametrisi Voltametri
= Yiik
= Kontrollii

|| Teknikler

Sekil 2.1: Elektroanalitik tekniklerin siniflandirilmasi.
2.1.1. Voltametri

Voltametri terimi voltamperometreden tiiretilir ve akimin gerilimin bir fonksiyonu, yani
elektrot potansiyeli olarak dl¢iildiiglinii ifade eder. Herhangi bir elektrokimyasal hiicre
iki elektrota ihtiya¢ duydugundan dolayi, eger bu her iki elektrot da gecen akimin
bliytikligilinii belirleyecek olursa, kesin analitik bilgi elde etmek imkansiz olacaktir. Bu
nedenle, gecen akimin sadece bir elektrot tarafindan smirlandirilmasi gerekir. Bu

elektroda calisma elektrodu, diger elektroda da yardimci elektrot denir. Bir
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elektrokimyasal hiicrenin ¢alismasi i¢in sadece iki elektrota ihtiya¢ duyulmasina ragmen,
ticlincii bir elektrotun devreye alinmasi ¢ok onemlidir. Bu iicilincii elektrot bir referans
elektrottur, yani bilinen ve sabit bir elektrot potansiyeline sahip olan ve ideal polarize
olmayan bir elektrottur. Hi¢bir akim bu elektrot iizerinden gegmemelidir, ¢linkii akimin
gecmesi potansiyelini degistirir. Referans elektrot, calisma ve yardimci elektrot
arasindaki voltaji Olcerek calisma elektrodunun potansiyelini kontrol etmek igin
kullanilir. Bir calisma elektrodu (WE), bir yardimci elektroda (AE) ve bir referans
elektroda (RE) sahip hiicreye ti¢ elektrotlu hiicre denir (Sekil 2.2). Calisma elektrodunda,
elektrolit/elektrot arayiiziindeki potansiyel farki, bir potansiyostat yardimiyla kontrol
edilir. Cogu potansiyostat, yardimct ve c¢alisma elektrotlar1 arasinda bu gerilimi
uygulayan, ¢alisma elektrodunun potansiyelinin sahip olmasi gereken degere tam olarak
uyan bir geri besleme devresi kullanir. Voltametri, akimin elektrot potansiyelinin bir

fonksiyonu olarak 6l¢iildiigii tiim teknikler i¢in genel bir terimdir [43].

Sekil 2.2: Ug elektrotlu hiicre.
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2.1.2. Voltametrik teknikler

2.1.2.1. Doniisiimlii voltametri

Doniisiimlii voltametri (CV), elektrokimyasal reaksiyonlar hakkinda nitel bilgi elde
etmek i¢in ¢ok yaygin olarak kullanilan bir tekniktir. CV’nin giicii, redoks islemlerinin
termodinamigi, heterojen elektron transfer reaksiyonlarinin kinetigi ve birlestirilmis
kimyasal reaksiyonlar veya adsorpsiyon siirecleri hakkinda hizli bir sekilde dnemli
bilgiler saglama yeteneginden kaynaklanmaktadir. CV genellikle elektroanalitik bir
calismada kullanilan ilk tekniktir. Ozellikle, elektroaktif tiirlerin redoks potansiyellerinin
hizli bir sekilde belirlenmesini ve degerlendirilmesini saglar. CV veri kiimesinde ¢esitli
pikler gortiliir, her pik belirli bir elektrokimyasal isleme karsilik gelir ve pikin ytliksekligi
analitin konsantrasyonu ile iliskilidir. CV, kimyasal reaksiyonlarin mekanizmasini,
kinetigini ve termodinamigini incelemek i¢in kullanilir. Hem elektrot yiizeyinde meydana
gelen heterojen reaksiyonlar hem de ¢ozeltideki homojen reaksiyonlar CV ile
incelenebilir. CV, sabit bir WE’nin potansiyelini liggen bir potansiyel dalga formu

kullanarak dogrusal olarak taramaktan olusur (Sekil 2.3).

———  Dénga —
Ebhi;
‘Ej Geri tarama
:
: T\
" lleri tarama
Eha;l:mgln:

Zaman

Sekil 2.3: CV’ de potansiyel-zaman uyari sinyali.

Istenen bilgiye bagl olarak, coklu veya tekli dongiiler kullanilabilir. Potansiyel tarama
esnasinda, potansiyostat uygulanan potansiyelden kaynaklanan akimi 6lger. Ortaya ¢ikan
akim-potansiyel grafigine dongiisel bir voltamogram denir. Bu voltamogram, ¢ok sayida

kimyasal ve fiziksel parametrenin, zamana bagl bir fonksiyonudur. Sekil 2.4, tek bir
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potansiyel dongii sirasinda geri doniisiimlii bir redoks ciftinin beklenen yanitini
gostermektedir. Baslangicta sadece indirgenmis (R) formunun bulundugu
varsayllmaktadir. Bu nedenle, ilk yarim dongii icin, bir degerden baslayarak pozitif
degere dogru giden bir potansiyel tarama segilir. Uygulanan potansiyel redoks islemi i¢in
karakteristik E° degerine yaklastikca, bir zirveye ulasilana kadar anodik akim artmaya
baslar. Yiikseltgenme isleminin ger¢eklestigi potansiyel bolgeyi gegtikten sonra (zirvenin
Otesinde en az 90/n mV), potansiyel siiplirmenin yonii tersine cevrilir. Ters tarama
sirasinda, ylikseltgenmis (O) molekiilleri (ileri yarim dongtide {iretilen ve yiizeye yakin
bir yerde biriktirilen) tekrar R'ye indirgenir, bu da katodik bir pikin olusmasina neden

olur.

Anodik
d
@

[leri tarama —»

-50

& _| Katodik

: : , : , : :
2 0.0 0.2 0.4 0.6 0.8
Potansiyel, V

Sekil 2.4: CV voltamogramu.

Bir tepkimenin tersinir olup olmadig1 CV yontemi ile belirlenebilir. Hem ileri hem de ters
yonde potansiyel taramasi yapilabilir. ileri ve ters yondeki tarama sonucunda pikin
gozlenmesi; elektrot yiizeyinde gergeklesen reaksiyonun tersinir oldugunun
gostergesidir. Tersinir bir elektrot tepkimesinde anodik ve katodik pik potansiyeli
arasinda (0.059/n) V’luk bir potansiyel farki olmalidir. Anodik ve katodik pik akiminin
bir birine esit olmasi ileri yondeki tarama esnasinda olusan liriiniin kimyasal olarak kararli

oldugunun gostergesidir. Katodik pik akimiin anodik pik akimindana kii¢iik olmasi
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tirtiniin kararli olmadiginin gostergesidir. Genellikle, CV yontemi kantitatif analiz igin

kullanilmazken kalitatif analizler i¢in sik kullanilan bir tekniktir [44].

2.1.2.2. Normal puls voltametrisi

Normal puls voltametrisinde (NPV) potansiyel taranirken elektroda genlikleri gittikce
artan pulslar uygulanir. Ancak, pulslar arasinda potansiyel sabittir. Potansiyel bir
baslangi¢ potansiyel (E;) ' den darbelenir. Darbe siiresi (t) genellikle 1 ila 100 milisaniye
(ms) dir ve darbeler arasindaki aralik tipik olarak 0.1 ila 5 saniyedir. Ortaya ¢ikan
voltammogram, dikey eksende Orneklenen akimi ve darbenin yatay eksende
basamaklanma potansiyelini goriintiiler. Darbeler arasinda elektrot, analitin
reaksiyonunun meydana gelmedigi sabit bir potansiyelde tutulur. Akim, darbe
uygulandiktan yaklasik 40 ms sonra Olgiiliir, bu sirada sarj akiminin katkis1 neredeyse
sifirdir. Bu kisa darbe siiresi nedeniyle, diflizyon tabakasi daha incedir ve buna baglh
olarak faradaik akimda artma ger¢eklesir (Sekil 2.5).

NPV, 10°-107 M konsantrasyon araliginda 6l¢iim yapilmasina izin verir.

Puls genisligi Ornekleme periyodu
Adm
E | . mm—— —
E f 5 f f ]

0612 frbmmmmm ook b b T
T < | : : ./ :
= ' ' ' / |
_9] lé— . e e e e R e S eh e i
Puls periyot = - ——
4 L :
0437 Fro---mn- : e e S g
0400 ftmmmmmmmmmebeeeeaa R
-2500 350.0 -450.0 550.0 650.0
Potansiyel, mV

Sekil 2.5: NPV de potansiyel dalga formu ve akim-potansiyel egrisi [45].

2.1.2.3. Diferansiyel puls voltametrisi

DPV, inorganik ve organik tiirlerin eser seviyelerini 6l¢gmek i¢in son derece kullanisgl bir
tekniktir. Akim, pulstan 6nce ve pulsun sonuna dogru iki kere oOlgiiliir. Ik akim
enstriimantal olarak ikinci akimdan ¢ikarilir ve aradaki akim farki [Ai=i(t2)-i(t1)]
uygulanan potansiyele karsi cizilir. Elde edilen diferansiyel puls voltamogrami,
yiiksekligi ilgili analitlerin konsantrasyonu ile dogru orantili olan akim piklerinden
olusur. DPV tekni8inin avantaji, akimm Orneklendigi noktalarda kapasitif akimin

minimum olmasidir. Bu nedenle sinyal/giiriiltii oran1 iyilestirilmis olup, 107-10® M’ye
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kadar diisiik konsantrasyonlarda dl¢lim yapilmasina izin verir. DPV’ye ait potansiyel

dalga formu sekil 2.6’da yer almaktadir.

Adim E1
E

plis

- | e %”& Ornekleme periyodu
— <— Puls periyot

—> [&— Puls genisligi

Durgun
zaman

Sekil 2.6: Diferansiyel puls voltametrisinde potansiyel dalga formu [45].

DPV’ ye ait akim-potansiyel egrisi sekil 2.7’de goriildiigii lizere simetriktir.
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Sekil 2.7: DPV voltamogrami [45].
2.1.2.4. Kare dalga voltametrisi

SWYV, temel bir merdiven potansiyeli iizerine bindirilmis simetrik bir kare dalgadan
olusan bir dalga formunun, ¢alisma elektroduna uygulandig: biiyiik genlikli diferansiyel

bir tekniktir. SWV’ye ait potansiyel dalga formu sekil 2.8’de goriilmektedir.
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Sekil 2.8: Kare dalga voltametrisinde potansiyel dalga formu [45].

Akim, her bir dalga i¢in ileri (ir) ve geri (ir) yondeki pulslarin sonlaria dogru dlgiiliir.
Voltamogramda iz, ir ve bunlarin farki (ine=if-1r) potansiyele karsi grafige gegirilir. Elde
edilen pik sekilli voltamogram yarim dalga potansiyeli etrafinda simetriktir ve pik akimi

konsantrasyonla orantilidir (Sekil 2.9).
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Sekil 2.9: Tersinir elektron transferi i¢in kare dalga voltamogrami.

Miikemmel hassasiyet, net akimin ileri veya geri bilesenlerden daha biiyiik olmasindan
kaynaklanir. Duyarlilik, DPV’den daha yiiksektir. 1071 M'ye yakin ¢ok diisiik algilama
limitlerine ulasilabilir. SWV’nin en biiyiik avantaji hizidir. Yiiksek tarama hizi fAE;
formiilii ile ifade edilir. f terimi kare dalga frekansidir (Hz cinsinden) ve AEs adim
yiiksekligidir. Saniyede 1-100 dongii frekanslari, son derece hizli potansiyel tarama

hizlarinin kullanilmasina izin verir. Ornegin, E~10 mV ve =50 Hz ise, etkin tarama hiz
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0,5 V/s' dir. Sonug olarak, analiz siiresi biliylik 6l¢iide azalir; DPV’de yaklagik 2-3
dakikada kaydedilen voltamogram, SWV’de birka¢ saniye i¢inde kaydedilebilir.

SWYV iki 6zelligi ile analitik tayinler i¢in 6nem arzetmektedir. Bunlardan birincisi ileri ve
geri yondeki pulslar sirasinda olusan kapasitif akimlar, net akim hesaplanirken birbirini
yok eder ve bu sayede tayin smiri iyilesir. Ikincisi ise oksijenin ¢dzeltiden
uzaklastirilmasi gerekmez. Oksijenin ylikseltgenme ve indirgenmesinden kaynaklanan

akimlar, net akim hesaplanirken birbirini yok eder [44].

2.1.2.5. Siyirma analizi

Ozellikle iz diizeydeki eser metallerin analizi igin kullanilan bir elektrokimyasal
yontemdir. Styirma analizi tiim elektroanalitik yontemler i¢inde tayin sinir1 en iyi olan
yontemdir. Siyirma analizi iki basamakli bir tekniktir. Birinci basamakta ¢ozelti sabit bir
hizda karistirilarak analit elektrot lizerinde indirgenerek veya yiikseltgenerek biriktirilir.
Birinci basamaktan sonra ¢ozeltinin durgunlagmasi i¢in kisa bir siire beklenir ve LSV,
DPV veya SWV tekniklerinden bir tanesi ile potansiyel taramasi yapilarak elektrot
yiizeyinde indirgenerek veya yiikseltgenerek biriken analit siyrilarak karakteristik
voltamogramlar elde edilir. 1071°-10"'> M’ye kadar diisiik konsantrasyonlarda &l¢iim
yapilmasina izin verir. Anodik, katodik ve adsorptif siyirma voltametrisi gibi tiirleri

bulunmaktadir [44].

2.1.3. Elektrokimyasal hiicreler

Potansiyel kontrollii deneylerde ozellikle hiicre direnci nispeten yiiksek oldugunda,
elektrokimyasal caligmalarda ¢ok sik kullanilan diizeneklerdir (Sekil 2.2). Hiicre
genellikle 5-25 mL hacimli pyrex, cam veya kuvarstan yapilmis kapali bir beher seklinde
olup i¢erisinde bulunan numune ¢o6zeltisine daldirilan WE, RE ve AE’den olusur. Bu
diizenekte, WE’ nin potansiyeli referans potansiyele gore izlenir; ancak, akim WE ile AE
arasinda gecger. WE, ilgili reaksiyonun meydana geldigi elektrotken, RE, calisma
elektrodunun potansiyelinin karsilastirildig: sabit ve tekrarlanabilir bir potansiyel saglar.
Numune ¢dzeltisinin kontaminasyonunu en aza indirmek i¢in, referans elektrot bir ara
kopri yoluyla numuneden izole edilebilir. Platin tel veya grafit cubuk gibi inert bir iletken
malzeme ise genellikle AE olarak kullanilir [44].

Tiim elektrokimyasal reaksiyonlar, genellikle hareketli ve akim akisin1 destekleyebilen
¢cOziinmiis iyonlar ve bir ¢Oziicii iceren ortamda gerceklesir. Bu ortaminda yer alan

coOziicii-elektrolit kombinasyonu (elektrolit) herhangi bir elektrokimyasal deney igin
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kritik 6neme sahiptir. Hemen hemen tiim elektrokimyasal deneylerde gerekli olan hiicre
icindeki elektrot potansiyelinin kontroliinii ve/veya Olg¢lilmesini saglamak igin bir
elektrokimyasal hiicredeki elektrotlar arasinda hareketli iyonlar igeren bir ortam
bulunmalidir. Tepkime maddelerini ve {iriinleri elektrot reaksiyonundan ¢6zmek i¢in iyi
¢ozme giicline sahip bir ortam gereklidir ve tepkime maddelerinin ve {iriinlerin
elektrotlara ve elektrotlardan hizli bir sekilde tasinmasini saglamak i¢in genellikle makul

bir sekilde diisiik viskoziteye sahip olan bir ortama ihtiyag duyulur [46].

2.14. Elektrokimyada kullanilan elektrotlar

Elektrokimyada RE, WE ve AE olmak lizere 3 farkl elektrot kullanilmaktadir.

2.1.4.1. Referans elektrot

Iyi bir RE bilesimi, WE potansiyelinin kontrollii regiilasyonu i¢in kararh bir potansiyel
saglamak amaciyla, deney siiresince degismeden etkili bir sekilde sabit kalmalidir.
Secilen RE ideal bir polarize edilemeyen elektrot olmalidir, yani RE'den gegen akim
akigina bakilmaksizin potansiyeli degismemelidir. RE'deki reaksiyon, Nernst
denkleminden hesaplanabilecek bir potansiyelin yani sira mevcut bir gerilimden sonra
potansiyelini geri kazanma kapasitesine izin verecek sekilde geri doniisiimlii olmalidir.
RE'nin, deney siiresi boyunca potansiyelinde bir degisiklik gostermeden, potansiyostat
veya galvanostat tasarimindaki kusurlardan dolayr ani kii¢iik bir akimin gecisiyle
degismeyen bir potansiyele sahip olmasi gerekir. Voltametri tekniklerinde kullanilan, cok
cesitli referans elektrot tiirii mevcut olup en ¢ok kullanilanlari; giimiis-giimis kloriir
elektrot (Ag/AgCl) doygun kalomel elektrot (DKE), ve standart hidrojen elektrotdur
(SHE). Sekil 2.10°da voltametride yaygin olarak kullanilan RE’ler goriilmektedir [47].

ﬁ £ _"« Pt tel

.|__i w— H; basinc
‘ : : 'S doygun KCI H. gazi p=1atm
1 + 1-2 damlz iceren
; /‘“‘1 AghO, cam tip
Mol Hg, Hg,Cl, £, .
=1 | doygun KCI = I-;Ft siyahi ile
% g aplanmis Pt
w1 pastas bulunan < . alekirol
i tip .
e
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| -I = (sulu. a=1)
: " H.
% - kabarciklar
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Sekil 2.10: Referans elektrotlar (a) DKE, (b) Ag/AgCl, (c) SHE.
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» Doygun kalomel elektrot

DKE en popiiler referans elektrottur. Cok istikrarli ve saglam bir yapiya sahiptir. Civa
(Hg), Kalomel (Hg>Cly) ve Potasyum kloriir (KCl) ¢ozeltisinden olusur. Bu hiicrenin
potansiyeli kloriir konsantrasyonu ile degistiginden bu degerin elektrot taniminda
belirtilmesi gerekir. S1vi baglantili DKE’nin, SHE” ye kars1 25 °C deki potansiyeli 0.244
Volt (V) dur.

» Giimiis/Giimiis Kloriir elektrot

Ag/AgCl referans elektrodun yapis1t DKE'den daha basittir ve civa icermez. Cok kararli
bir referans elektrottur. Ag/AgCl elektrot doygun potasyum kloriir veya doygun sodyum
kloriir ¢ozeltisiyle hazirlanmistir ve SHEye kars1 25 °C deki potansiyeli 0.197 V’dur.

» Standart hidrojen elektrot

SHE, potansiyeli ile standart elektrokimyasal indirgeme potansiyelleri i¢in standart
referans noktasidir, potansiyeli tiim sicakliklarda 0.00 V olarak tanimlanmistir. SHE,
hidrojen iyonu aktivitesi 1 ve hidrojen gazinin kismi basinci 1 atmosfer olan; veya,
potansiyeli her sicaklikta tam olarak sifir olan elektrot, seklinde de tanimlanir. SHE nin
hazirlamasi zor ve kullanimi elverissiz oldugu i¢in yaygin olarak kullanilan bir elektrot

degildir.
2.1.4.2. Cahsma elektrodu

Voltametrik tekniklerin performansi, calisma elektrot malzemesinden 6nemli derecede
etkilenir. Calisma elektrodu, yliksek sinyal/giiriiltii 6zellikleri ve tekrarlanabilir bir yanit
saglamalidir. Bu nedenle, secimi Oncelikle iki faktore baglidir; bunlar hedef analitin
redoks davranigi ve Ol¢lim i¢in gerekli potansiyel aralifina sahip olmasidir. Bu iki
faktoriin haricinde calisma elektrodunun iletkenligi, yiizey tekrarlanabilirligi, mekanik
Ozellikleri, maliyeti ve bulunabilirligi de calisma elektrodunun se¢iminde goz Oniinde
bulundurulan hususlardandir. Bir ¢ok malzeme, clektroanaliz i¢in ¢alisma elektrodu
olarak kullanilmistir. En yaygin olanlar1 karbon, civa veya soy metalleri (6zellikle platin
ve altin) igcerenlerdir. Voltametride ¢alisma elektrotu olarak platin (Pt) ve altin (Au) gibi

metal elektrotlar ve GCE yaygin olarak kullanilmaktadir.
» Metal elektrotlar

Metal elektrot olarak kullanilan ¢ok ¢esitli soy metaller bulunurken, platin ve altin en cok

kullanilan metal elektrotlardir. Bu elektrotlar ¢ok uygun elektron transfer kinetigi ve genis
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bir anodik potansiyel aralig1 sunar. Daha siddetli olan, yiizey oksit veya adsorbe edilmis
hidrojen katmanlarinin olusumu yiiksek arka plan akimlarmin olusumuna neden olur. Bu
tiir filmler ayrica elektrot reaksiyonunun kinetigini giiclii bir sekilde degistirebilir ve bu
da yeniden iiretilemez verilere yol acabilir. Au elektrotlara kiyasla, Pt olanlar daha inerttir
ve bu nedenle kararli oksit filmlerin olusumuna veya yiizey kontaminasyonuna daha az
egilimlidir [44].

Metal calisma elektrotu kullanilmadan o©nce elektrot ylizeyinin mekanik olarak
temizlenmesi gerekir. Mekanik temizleme isleminde; su zimparasi ile kiigliik bir
asindirma ile temiz, piiriizsiiz ve homojen yiizey elde edilmeye ¢alisilir. Mekanik
temizleme sirasinda ylizey morfolojisinin degismemesine dzen gosterilmelidir. Zimpara
isleminden sonra parlatma islemine gecilmelidir. Parlatma isleminde elmas parlaticisi

kullanilir.
> Karbon elektrotlar

Karbon bazli kat1 elektrotlar, giiniimiizde 6ncelikle genis potansiyel araligi, diigiik arka
plan akimi, zengin yiizey kimyasi, diisiik maliyet, kimyasal inertlik ve ¢esitli algilama ve
algilama uygulamalar1 i¢in uygunlugu nedeniyle -elektroanalizde yaygin olarak
kullanilmaktadir. Bununla beraber, karbon yiizeylerde gézlenen elektron transfer hizlar
genellikle metal elektrotlarda gézlenenden daha yavastir. Elektron transfer reaktivitesi,
karbon yiizeyinin kdkeni ve ge¢cmisinden biiyiik dl¢giide etkilenir. Tiim yaygin karbon
elektrot malzemeleri, alt1 iiyeli aromatik bir halkanin ve sp? bagmin temel yapisini
paylasirken, yiizeylerindeki kenar ve bazal diizlemlerin nispi yogunlugunda farklilik
gosterir. Kenar oryantasyonu elektron transferi ve adsorpsiyonuna yonelik grafit bazal
diizlemden daha reaktiftir. Farkli kenar/bazal diizlem oranlarina sahip malzemeler
boylece belirli bir redoks analiti i¢in farkli elektron transfer kinetigi sergiler. En popiiler

karbon elektrot tiirleri, GCE ve CPE dir [44].
e Camsi karbon elektrotlar

GCE, miikemmel elektriksel ve mekanik 6zellikleri, genis potansiyel araligi, kimyasal
inertligi ve nispeten tekrarlanabilir performans sergilemesi dolayisiyla ¢ok yaygin bir
sekilde kullanilmaktadir. Cams1 karbonun yapisi, ¢apraz bagli grafit benzeri tabakalarin
ince, kanisik seritlerini igerir. Yiizey on temizligi genellikle aktif ve tekrarlanabilir
sonuclar elde edebilmek icin ve elektrodun analitik performansini arttirmak igin

kullanilir. Boyle bir 6n islem genellikle ardarda daha kii¢iik aliimina parcaciklart (0.05
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um'ye kadar) ile parlatilarak yapilir. Daha sonra elektrot kullanilmadan 6nce deiyonize
su ile durulanmalidir. Performansimi arttirmak igin elektrokimyasal veya kimyasal
yontemler ile tamamen ylizeyi temizlenmelidir. Gelistirilmis elektron transfer kapasitesi,
ylizey kontaminantlarinin uzaklastirilmasi, taze karbon kenarlarinin ortaya ¢ikmasi ve
yiizey oksijen gruplarimin (yiizeyler arasi ylizey aracilar1 olarak goérev yapan)
yogunlugundaki bir artisa baglanmistir. GCE’nin en 6nemli dezavantaji GCE’lerin hig
biri diger GCE ile esdeger degildir. Ayrica yliksek akim yogunlugunda yeniden

kristalizasyonun bir sonucu olarak ylizeyi piiriizlenebilmektedir [44].

e Karbon pasta elektrot

Cesitli su ile karismayan ve iletken olmayan organik baglayicilarla (yapistirma sivilari)
karistirllmis grafit tozu kullanilarak olusturulan CPE’ler, kolayca yenilenebilir ve
modifiye edilmis bir ylizey, diisitk maliyet ve ¢ok diisiik arkaplan akimi 6zellikleri ile 6ne
cikmaktadir. Yapistirma sivist olarak Nujol (mineral yag), parafin yagi, silikon yagi ve
bromo naftalin kullanilir. Macun bilesimi elektrot reaktivitesini giiglii bir sekilde etkiler,
yapisan siv1 igerigindeki artig elektron transfer oranlarmi ve arka plan akim katkilarini
azaltir. Artan popilaritesine ragmen, CPE’lerin kesin davranisi tam olarak
anlagilamamistir. CPE’lerin dezavantaji, organik baglayicinin, kayda deger miktarda

organik ¢dziicii igeren ¢ozeltilerde ¢oziilme egilimidir [44].

2.1.4.3. Karsit elektrot

AE ayn1 zamanda yardimci elektrot olarak da tanimlanmaktadir. Bu elektrot; WE ile RE
arasinda diizgiin ve dogrusal bir elektriksel alan olusumuna imkan saglar. Akim
sinirlayici etkisinin olmamasi i¢in AE’nin yiizey alan1t WE nin ylizey alanindan ¢ok daha
biiyiik olmas1 gerekir. AE’ nin yapisinda akim tagima amaciyla inert bir iletken malzeme
kullanilir. Bu malzeme genellikle platin (levha, tel, ve spiral sekilde tel) veya grafit cubuk

olur.

2.1.5. Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar

Kimyasal olarak modifiye edilmis elektrotlar (CME); modifiye edilmis yiizeye reaktifin
davranisin1 kazandirmak i¢in yiizeye bir reaktifin yerlestirilmesi sistemine dayanir.
Elektrot yiizeylerinin bu sekilde modifiye edilmesi, birgok elektroanalitik problemin
¢Ozlimiine katki saglayabilir, yeni analitik uygulamalar ve farkli algilama cihazlarinin

temelini  olusturabilir.  Elektrotlarin  molekiiler reaktiflerle bu tir yiizey
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fonksiyonellestirilmesi, elektrokimyasal sentez, enerji doniisiimii ve mikroelektronik
cihazlarlarla birlikte bagka uygulama alanlarinda da kullanilmasina imkan tanimistir.
CME'lerin analitik uygulamalara fayda saglayabilecegi farkli yonler vardir. Bunlar
elektron transfer reaksiyonlarinin hizlanmasini, tercihli birikimi veya se¢ici membran
gecirgenligini igerir. Bu tlir adimlar elektrokimyasal cihazlarda hassasiyet, yliksek
secicilik veya stabilite kazandirabilir. Elektrokromik goriintiileme cihazlari, ilaglarin
kontrollii salinimi, elektrosentez, yakit hiicreleri ve korozyon korumasi gibi diger bir¢cok
onemli uygulamada da elektrot yiizeylerinin rasyonel tasarimindan faydalanilmaktadir.
Bir modifiye edicinin yiizeye dahil edilmesine yonelik en yaygin yaklagimlardan biri,
uygun bir polimer film ile ylizeyin kaplanmasidir. Polimer modifiye edilmis elektrotlar
genellikle, ¢oziinmiis polimeri ihtiva eden bir ¢ozelti damlaciklarinin yiizeye dokiilmesi
ve ¢oOziiclniin buharlagmasina izin verilmesi [48-50], daldirma veya dondiirerek
kaplamalar yoluyla veya ¢6zlinmiis monomerin varliginda elektropolimerizasyon yoluyla
hazirlanir [51]. Ikinci ydntem, film kalinhginin (ve genellikle morfolojinin) hassas bir
sekilde kontrol edilmesini saglar. Ornegin, nafion, polivinilferrosen, polivinilpiridin ve
polipirol ilgi ¢ekici permselektif, iyon degisimi ve kirlenme 6nleyici 6zellikleri nedeniyle
elektrot degistirici olarak yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Ayrica iki (veya daha fazla)
polimerin karigik veya ¢ok katmanli bir konfigiirasyonda birlestirilmesiyle ilave
avantajlar elde edilebilir. Diger ©6nemli modifikasyon tiirleri, kompozit karbon
materyallerinin toplu modifikasyonu, kovalent (kimyasal) baglanma, sol-jel kapsiilleme,

fiziksel adsorpsiyon ve spontan kemisorpsiyondur [44].

2.1.6. Elektrokimyasal polimerizasyon yontemi ile modifiye edilmis elektrotlar

Elektrokimyasal polimerizasyon (ECP), polimerizasyon reaksiyonu islemi sirasinda katot
veya anotta elektrokimyasal yontemlerin uygulanmasini belirtir. Polimerizasyon yontemi
yeni bir akim veya potansiyel kontrol faktorii saglar, bu nedenle gelisiminin baglangicinda
kisa siire¢ ve diisiik maliyet gibi baz1 6nemli avantajlar1 bulunmaktadir. Film kalinlig1 ve
bilesimi, elektrokimyasal islem sirasinda elektrokimyasal parametrelerin kontrol
edilmesiyle kolayca elde edilebilir. Ek olarak, elektrokimyasal polimerizasyon, temiz
iiretim amacma ulagmak icin ¢ok sayida ugucu organik c¢oziiciiniin kullanilmasini
onlemek i¢in ham monomeri dogrudan substrat filmi {izerinde toplayabilir. Bu
miitkemmel 6zellikler nedeniyle, elektropolimerizasyon yontemi basit tasarim, yliksek

kararlilik, hizli tepki ve gelismis se¢icilik 6zellikleri ile gelecek vad etmektedir.
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Polimerizasyon, bir¢ok kiiciik monomerden biiylik molekiillerin olusturuldugu bir
reaksiyondur. Normalde kati1 kosullar altinda dikkatle kontrol edilmesi gereken bir
siirectir. Son zamanlarda, avantajlar1 nedeniyle filmlerin kontrol edilebilir bir sekilde
hazirlanmasi1 i¢in elektropolimerizasyon yontemi basariyla kullanilmaktadir. Farkli
monomerlerin polimerizasyonu i¢in genellikle {i¢ tip elektrokimyasal yontem kullanilir.
Bu yontemler birincisi sabit bir akim (galvanostatik), ikincisi sabit bir potansiyel
(potansiyostatik) ve {iclinciisii potansiyel tarama/dongii veya siipiirme. Sensorlerin
hazirlanmasi igin iletken ve iletken olmayan farkli tipte polimer filmler kullanilmaktadir.
Iletken polimerler, metallere benzer elektronik dzelliklere sahip fakat geleneksel organik
polimerlerin 6zelliklerini koruyan ¢oklu konjiige yapilara sahiptir. Son yillarda benzersiz
karakterleri nedeniyle sensor alanlarinda biiyiik ilgi gormislerdir. Polisiklik benzenoid,
benzenoid olmayan hidrokarbonlar, asetilen gibi iletken polimerlerin hazirlanmasi i¢in
monomer olarak ¢ok cesitli organik molekiiller (Poliasetilen, polianilin, polipirol,
politiyofen, poli parafenilen, poli para fenilen vinilen, poli para fenilen etilen, polifloren,
polikarbazol, poliindol) kullanilmistir.

Elektropolimerizasyon yontemi ile hazirlanan iletken olmayan filmler de 6nemlidir. Elde
edilen iletken olmayan film genellikle kiigiik bir kalinlia sahiptir ve elektrot iizerindeki
biiyiimesi sirasinda, elektrik direncindeki artisla kendi kendini kontrol eder. iletken
olmayan polimerler her zaman ince oldugundan (10-100 nm), substratlar ve {iriinler, film
modifiye edilmis elektrotlardan hizla ayrilabilir. Bu nedenle, iletken olmayan polimer
esasl elektrokimyasal sensorler i¢in hizli tepki siiresi ve yiiksek segicilik beklenebilir.
Cogu durumda, fenol ve tlirevleri daima iletken olmayan filmlerin elektrokimyasal

yontemlerle sentezlenmesinde kullanilir [52].

2.1.7. Kompozit materyaller ile modifiye edilmis elektrotlar

Tek bagma kullanilan malzemelerden ¢ok daha iyi 6zelliklere sahip olan en az iki veya
daha ¢ok malzemenin birlesimi sonucunda ortaya ¢ikan malzemeler kompozit olarak
tanimlanir. Kompozit malzemeyi olusturan malzemelerin her biri kendi fiziksel, mekanik
ve kimyasal oOzelliklerini korumakla birlikte, daha iyi oOzellikler sergilemislerdir.
Kompozit malzemelerde, tasiyici olarak gérev yapan bir takviye malzemesi ve bunlari
cevreleyip, saran ve bir arada tutan ve destekleyen bir matris fazdan olusan iki grup
bulunur. Ayrica bu iki kismin arasinda da bir ara faz bulunur. Kompozit malzemeler
tekstil, enerji, paketleme endiistrisi gibi bir¢ok alanda kullanilmaktadir. Enerji

endiistrisinde kullanilan polimer kompozitler, ¢evreye duyarli, verimliligi yiiksek
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yenilenebilir enerji platformlarinin liretilmesinde de kullanilabilmektedir. Yeni nesil pil
teknolojisinde de nano yapida  malzemelerden faydalanilmaktadir. Kompozit
materyallerin olusturulmasinda karbon temelli malzemeler ¢ogunlukla tercih edilir.
Ayrica iletken polimerlerin sentezi ve iletken polimerlerin kompozit olarak modifiye

edilmesi bu alanda 6nemli bir gelisme olarak kabul edilmistir.

2.2, Analitik Yontemlerin Validasyonu

Analitik yontem validasyonu, kimyasal degerlendirmeyi yapmak i¢in temel bir
gerekliliktir. Metot validasyonu, bir analitik test sisteminin amacina uygun oldugunu,
faydali ve mesru analitik veriler saglayabildigini dogrulamak icin tasarlanmis ¢ok sayida
degerlendirme yapma prosediiriidiir. Bir yontem, her degistirildiginde ve yeni parametre
caligma araliginin disinda oldugunda yeniden dogrulanmasi gereklidir. Operasyon
araliklari, her bir yontem icin benzer yontemlerle edinilen deneyime dayali olarak agikca
tanimlanmali veya yontem gelistirmeleri sirasinda aragtirilmalidir. Bu araliklar yontem
validasyonu sirasinda dogrulanmali ve yontem 6zelliklerinin bir pargasi olmalidir. Bu tiir
caligma araliklarinin bulunmasi, bir yOontemin ne zaman yeniden dogrulanmasi
gerektigine karar vermeyi kolaylastirir. Ornek matrisi degisirse, alet tipi degisirse yeniden
dogrulama gereklidir. Metot validasyonu i¢in secicilik/6zgiinliik, duyarlik,
kesinlik/kararlilik, dogrusallik, aralik, tayin smir1 (LOD) ve kantitasyon tayin siniri

(LOQ) gibi parametreler kontrol edilir [53-54].

2.2.1.  Secicilik/ozgiinlilk

Analitik bir yontemin segiciligi, bir analitin numune matrisinde bulunmasi beklenen

interferanslar varliginda dogru bir sekilde dlciilebilmesidir.

2.2.2. Kesinlik/kararhhk

Bir yontemin kararlilii; prosediir birden ¢ok numuneye tekrar tekrar uygulandiginda
bireysel test sonuglar arasindaki uyum derecesidir. Hassasiyet, bir dizi standart enjekte
edilerek veya homojen bir lottan ¢cok sayida dérneklemden alinan bir dizi numune analiz
edilerek ol¢iiliir. Tekrartiretilebilirlik ve tekrarlanabilirlik olmak iizere iki genel kararlilik
Olctimii bulunmaktadir. Kararlilik kantitatif analizlerde standart sapma (S) ve bagil
standart sapma (RSD) degeriyle ifade edilebilir. RSD, standart sapmanin ortlama degere
(X) boliinmesidir. Esitlik 2.1 kullanlilarak hesaplanir.
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RSD =3 (2.1)

X

Tekrarlanabilirlik; Ayni arastirmaci, ayni laboratuvar, ayn1 giin ve ayni cihaz ile 2-3
farkl1 derisimle 5-6 paralel Ol¢iim yapilir. Elde edilen sonuclarin RSD degerleri

kiyaslanir.

Tekrariiretilebilirlik; ayn1 metot kullanilarak esdeger numunelerde, farkli analist
tarafindan, farkli ekipman kullanilarak ve farkli zaman dilimlerinde bagimsiz test

sonuclarinin elde edilmesi olarak tanimlanmustir.

Birgok analit ¢ozeltilsi; hazirlanmasi, ekstraksiyonu ve hazirlanan siselerin depolanmasi
sirasinda kolayca bozulabilir. Bu nedenle analitin kararlilig1 aragtirilmalidir. Yo6ntemde,
dogruluk testi i¢in gecen siireye bagl olarak, ekstraksiyondan sonra bir numunenin nihai

analizden 0nce ne kadar siireyle saklanabileceginden bahsetmek gerekir.

2.2.3. Dogruluk

Analitik bir yontemin dogrulugu, yontem tarafindan iiretilen test sonug¢larinin gergek
degere uyma derecesidir. Analitik bir yontemin dogrulugu asagidaki yollardan biriyle
belirlenebilir:

» Bilinen konsantrasyondaki bir numuneyi analiz etmek ve 6l¢iilen degeri “gercek”
degerle karsilastirmak. Bununla birlikte, iy1 karakterize edilmis bir numune
(6rnegin referans standardi) kullanilmalidir.

» Geri kazanim yontemi; Bu yontemde formiilasyon matriksine bilinen bir miktarda
saf aktif bilesen eklenir, elde edilen karisim analiz edilir ve elde edilen sonuglar
beklenen sonug ile karsilastirilir.

» Standart ekleme yontemi; Bu yontemde bir numune analiz edilir, bilinen bir
miktarda saf aktif bilesen eklenir ve numune tekrar test edilir. Iki testin sonuglar
arasindaki fark beklenen cevapla karsilastirilir.

Yukarida belirtilen yontemlerde, geri kazanim, gozlenen sonucun, yiizde olarak ifade
edilen beklenen sonuca orani olarak tanimlanir. Bir yontemin dogrulugu, olasi test
degerleri aralifinda degisebilir ve bu nedenle birka¢ farkli takviye seviyesinde
belirlenmelidir. Dogruluk, beklenen aralikta en az 3 konsantrasyonu (% 80, 100 ve 120)
kapsamalidir. Dogruluk ayrica, test sonuglarinin bagka bir valide edilmis test yontemi
kullanilarak elde edilenlerle karsilastirilmasiyla da belirlenebilir.

Geri kazanim verimi herhangi bir laboratuvar 6rnegi kullanilarak veya sertifikali referans

materyal kullanilarak gerceklestirilebilir. Laboratuvar 6rneginde aranan analitin var olup
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olmadigi bilinmediginden dolay1 ¢alismalardada orjinal 6rnek ve zenginlestirilmis 6rnek
her ikisi birlikte ¢calisilmaldir.
Sertifikali referans materyal kullanilarak yapilan 6l¢timlerde geri kazanim verimi esitlik
(2.2)’ de verilen formiil ile hesaplanir; (% geri kazanim verimi (%R), Sertifikal referans
materyallerin calisilmasi sonucunda bulunan deger (Qg), Sertifikali referans madde
degeri (Qcrm))

%R = %xmo (2.2)

Laboratuvar 6rneginin zenginlestirilmesi ile yapilan geri kazanim verimi ¢alismasinda
esitlik (2.3)’ de verilen formiil kullanilir; (Zenginlestirilmis 6rnek sonucu (Qz), Orjinal

ornek sonucu (Qo), Zenginlestirme konsantrasyonu (Qzk))

%R = %xmo (2.3)

2.2.4. Dogrusalhk

Analitik bir yontemin dogrusalligi, belirli bir araliktaki numunelerdeki analit
konsantrasyonu ile dogru orantili olarak dogrudan (veya iyi tanimlanmis bir matematiksel
doniisiimle) test sonuglarini ortaya ¢ikarma yetenegidir. Dogrusallik genellikle farkli
analit konsantrasyonlarina sahip numunelerin analizi ile elde edilen test sonuglarindan
belirlenmis bir matematiksel iligkiye gore hesaplanan regresyon c¢izgisinin egimi
etrafindaki varyans agisindan ifade edilir. Calisilan numune konsantrasyonu ve dogruluk
acisindan test edilen numuneler dogrusal aralikta olmalidir. Deneysel ¢alisma verilerinin
dogrusal bir egriye ne derece iyi uydugunun en giizel 6l¢iitii, regresyon analiz igleminde
hesaplanmis korelasyon katsayis1 (R?) dir. R>’nin 1 olmasi, deneysel verilerin kusursuz
bir dogrusal egri sagladiginin kanitidir. Dogrusal egride kullanilan veri noktasinin

fazlaligi, R?’nin giivenirligin yiiksek olmasini saglar.

2.2.5. Aralk

Analitik bir yontemin aralig1, analitin s6z konusu yontem kullanilarak duyarlik, dogruluk
ve dogrusallik ile belirlendigi gosterilen iist ve alt seviyeleri (bu seviyeler dahil)
arasindaki araliktir.

2.2.6. Tayin simr

Analitik bir prosediiriin tayin sinir1 (LOD), bir numunedeki saptanabilen, ancak zorunlu

olarak nicelendirilemeyen en diisiik miktardaki analittir. Bir analitin belirli bir degerin
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iistinde mi altinda m1 oldugunu belirten bir sinirdir. Enstriimantal prosediirlerin
saptanmast LOD' u, bilinen analit konsantrasyonu olan numunelerden elde edilen test
sonuglarmi1 bos numunelerinki ile karsilastirarak, analitin giivenilir bir sekilde tayin
edilebilecegi minimum seviye tespit edilir. Sinyal/giiriiltii orani, baz pik noktasinin,
belirlenmis bir esigin altindaki tiim veri noktalarinin standart sapmasina bdliinmesiyle
belirlenir. Nicel dl¢timler i¢in bir kalibrasyon egrisine dayanan spektroskopik teknikler
veya diger yontemler i¢in, [UPAC yaklagimi ile LOD ile iligkili olabilecek kesisimin
standart sapmasi (S) ile kalibrasyon grafiginin egrisinin egimi (m) kullanilarak esitlik 2.4’
deki formiile gére LOD hesaplanir.

3S
LOD == (2.4)

2.2.7. Kantitatif tayin sinir1

Kantitasyon tayin smir1 (LOQ), bir numunedeki, yontemin belirtilen calisma kosullar
altinda kabul edilebilir dogruluk ve hassasiyetle belirlenebilen en diisiik analit
konsantrasyonudur. LOD gibi LOQ da konsantrasyon olarak ifade edilir, ayrica 6l¢timiin
kararlilig1 ve dogrulugu da raporlanir. Bazen LOQ’ yu belirlemek i¢in 10:1° lik bir sinyal
-giirtiltli oran1 kullanilir. Bilinen miktarlarda analit igeren 6rnekleri analiz ederek ve kabul
edilebilir dogruluk ve kararlilik derecelerine ulasilabilecek en diisiik seviyeyi belirleyerek
Olciiliir. Son degerlendirme, bir enstriimantal okumaya, bir dizi bos (analit icermeyen
ancak, diger biitiin bilesenleri igeren) numuneyi analiz ederek ve bu cevabin standart
sapmasin1t hesaplayarak arka plan yanmitinin biyiikliigiine dayanmaktadir. TUPAC
yaklagimi ile LOQ ile iliskili olabilecek kesisimin standart sapmasi (S) ile kalibrasyon

grafiginin egrisinin egimi (m) kullanilarak esitlik 2.5 deki formiile gére LOQ hesaplanir.
105

LOQ = —> (2.5)

Cogu durumda; LOQ, LODin yaklasik olarak ii¢ katidir.
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3. MATERYAL ve METOD

3.1. Kimyasal Maddeler

Deneysel ¢alismalarda kullanilan, GNS Biological Industries, SIP Acros organics’ten
temin edilmistir. Hidroklorik asit (HCI), sodyum sitrat (Na3Ce¢Hs07), sitrik asit (CsHgO7),
asetik asit (CH3COOH), sodyum asetat (CoH3NaQO»), borik asit (H3BO3), fosforik asit
(H3POs4), potasyum kloriir (KCl), sodyum hidroksit (NaOH), sodyum kloriir (NaCl),
sodyum hidrojen fosfat (NaoHPO4), potasyum dihidrojen fosfat (KH>POys), tris
hidroklorik asit (Tris HCI), magnezyum kloriir (MgCly), kalsiyum kloriir (CaCl,), tween
20, akrilik asit (AkrA), anilin (Ani), 4-vinilpiridin (4VP), 3-tiyofen karboksilik asit
(3TCA), 3-metil tiyofen (3MTF), kafeik asit (KafA), p-Toluen siilfonik asit (pTSA), B-
siklodekstrin (BCD), klorogenik asit (KgeA), tereftalik asit (TrfA), 3-vinil fenil boronik
asit (3VFBA), 4 Vinil benzoik asit (4VBeA), 2-tiyofen metanol (2TM), 2-5 dimetil furan
(2-5DMF), alfalipoik asit (AlipA), asetonitril (AcN), siilfiirik asit (H2SO4), nitrik asit
(HNO3), Potasyum nitrat (KNOs), Potasyum ferrisiyaniir (K3[Fe(CN)¢]), Sodyum
Perklorat (NaClO4) Sigma-Aldrich’den satin alinarak kullanilmistir. Tiim kimyasal
maddeler analitik saflikta temin edilmis oldugundan dolay1r deneylerden 6nce herhangi

bir saflagtirma islemi gerceklestirilmemistir.

3.2, Aygit ve Gerecler

Tim voltametrik deneyler, Ivium Vertex One marka potansiyostat cihazi kullanilarak
yapilmistir (Sekil 3.1). Bu cihaz hem veri toplama hem de veri analizi i¢in kullanilan ve
cok cesitli elektrokimyasal teknikleri igeren IviumSoft ™ yazilimi tarafindan kontrol

edilmistir.

Sekil 3.1: Ivium Vertex One potansiyostat.

Voltametride kullanilan elektrotlarin daldirildigi yaklasik olarak 10-25 mL hacimli
elektrokimyasal hiicreler, sekil 3.2° de goriilen ve Faraday kafesi gibi kullanilan, deney
diizenegini disg ortamdaki manyetik ve elektriksel etkilerden koruyan BAS marka C3 (cell

stand) kafesi igerisine yerlestirilerek ol¢timler gergeklestirilmistir.
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Sekil 3.2: Elektrokimyasal hiicre ve Cell stand.

Cozeltilerin homojen hale getirilmesinde ve elektrotlarin temizlenmesinde Branson
marka 3510 model ultrasonik banyo kullanilmistir. Hazirlanan tampon ve ¢ézeltilerin pH
ayarlamalar1 i¢in Thermo Scientific STAR A-111 pH-metre kullanilmistir. Deneylerden
once pH metrenin kalibrasyonu sirasiyla pH=7 (Merck 109439), pH=4.01 (Merck
109406) ve pH=10 (Merck 109409) tampon ¢ozeltileri kullanilarak gerceklestirilmistir.
Kimyasal maddelerin tartimi Weightlab Instrument marka WSA-224 model terazi
kullanilarak yapilmistir. Kullanilan hiicrelerin ve diger cam malzemelerin temizligi 6nce
deterjan ile yapilmis daha sonra deiyonize su ile ¢alkalanip yaklasik bir gece 6 M HNO3
coOzeltisinde bekletildikten sonra, ilk olarak distile su ile sonra ultra saf su ile ¢alkalanip
Niive marka EN400 model etiivde kurutularak yapilmistir. Cozeltilerin hazirlanmasinda
ve elektrotlarin temizlenmesinde Millipore Milli-Q Water Purification System ile aritilan
direnci 18.2 MQ-cm @ 25 °C olan ultra saf su kullanilmistir.

Deneylerde; referans elektrot olarak 3 M NaCl i¢indeki Ag/AgCl (BASi marka MF-2052
RE-5B) elektrodu, yardimci elektrot olarak platin tel elektrot (BASi marka MW-1032) ve
calisma elektrodu olarak ise 3 mm ¢apinda GCE (BASi marka MF-2012) kullanilmistir.

3.3. Elektrotlarin Temizligi

Referans elektrot her kullaniomdan sonra ultra saf su ile yikanip 3 M NaCl ¢ozeltisi
icerisinde saklanmistir. Yardimci elektrot, organik kirliliklerin uzaklastirilmasi amaciyla,
belirli arliklarla ¢iplak ateste yakilip ultra saf su ile yikanarak temizlenmistir. GCE
mekaniksel olarak ayr1 ayr1 kadife diskler lizerine sirasiyla birkag damla 1, 0.5 ve 0.05
um tanecik boyutunda sulu aliimina pastas1 damlatilip elektrot "8" ¢izdirilecek sekilde
fazla bastirilmadan 1-2 dakika hareket ettirilmis, daha sonra elektrot 90° dondiirtilerek
ayni islem tekrarlanip ardindan ultra saf su ile yikandiktan sonra, aliimina kalintilarinin

tamamen temizlenmesi i¢in 1:1 oranindaki etil alkol:su ¢ozeltisi icerisinde ultrasonik
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banyoda 2 dakika bekletilerek temizlenmistir. Daha sonra GCE 0.5 M H>SOy igerisinde

(-0.7)-(1.7) V potansiyel araliginda CV yontemi kullanilarak 5 dongii ile elektrokimyasal

olarak temizlenmistir.

34.

3.5,

Kullanilan Tampon Cozeltilerinin Hazirlanmasi

0.1 M Fosfat tampon c¢ozeltisi (FT): 0.0536 M dipotasyum hidrojen fosfat
(KoHPO4) ve 0.0464 M potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4) alinip ultra saf su
ile istenilen hacme tamamlanarak hazirlandi [55].

0.1 M Asetat tampon ¢ozeltisi (AsT): 0.03 M asetik asit (CH3CO,H) ve 0.07 M
sodyum asetat (CoH3NaO,) alinip ultra saf su ile istenilen hacme tamamlanarak
hazirlandi [55].

0.1 M Tris tampon ¢ozeltisi (TrsT): 100 mM sodyum kloriir (NaCl), 20 mM tris
hidroklorik asit (Tris HCI), 2 mM magnezyum kloriir (MgCl»), 5 mM potasyum
kloriir (KCI) , 1 mM kalsiyum kloriir (CaCl), 0.02 mM tween 20 alinip ultra saf
su ile istenilen hacme tamamlanarak hazirlandi [56].

0.1 M Britton-Robinson tampon cozeltisi (B-RT): 0.04 M borik asit (H3;BO4),
0.04 M asetik asit (CH3COOH) ve 0.04 M fosforik asit (H3PO4) alinip ultra saf su
ile istenilen hacme tamamlanarak hazirland1 [57].

0.1 M Sitrat tampon cozeltisi (SitT): 0.06 M sitrik asit (CsHsO7) ve 0.04 M
sodyum sitrat (C¢HsNa3O7) alinip ultra saf su ile istenilen hacme tamamlanarak
hazirland1 [55].

0.1 M Fosfat tamponlu tuz c¢ozeltisi (PBST): 0.137 M sodyum kloriir (NaCl),
0.0027 M potasyum kloriir (KCl), 0.0018 M potasyum dihidrojen fosfat (KH2PO4)
ve 0.01 M disodyum fosfat (NaxHPO4) alinip ultra saf su ile istenilen hacme
tamamlanarak hazirlandi [55].

0.1 M Sitrat-fosfat (Mcilvaine) tampon cozeltisi (Sit-FT): 0.102 M disodyum
fosfat (NaxHPO4) ve 0.05 M sitrik asit (CsHgO-) alinip ultra saf su ile istenilen

hacme tamamlanarak hazirlandi [55].

Kullanilan Stok Cozeltilerinin Hazirlanmasi

Siprofloksasin stok c¢ozeltisinin hazirlanmasi: SIP stok c¢ozeltileri degisik

konsantrasyonlarda 0.1 M hidroklorik asit (HCI) icerisinde ¢oziilerek hazirlandi
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ve buzdolabinda +4 °C’de saklandi. Kullanim esnasinda SitT (pH=5) ile istenilen

derisimlere seyreltilerek kullanildi.

» Gentamisin siilfat stok ¢ozeltisinin hazirlanmasi: GNS stok ¢ozeltileri degisik
konsantrasyonlarda ultra saf su igerisinde ¢oziilerek hazirland1 ve buzdolabinda
+4 °C’de saklandi. Kullanim esnasinda SitT (pH=2) ile istenilen derisimlere

seyreltilerek kullanildi.

3.6. Sentetik idrar Cozeltisinin Hazirlanmasi

0.73 g sodyum kloriir (NaCl), 0.40 g potasyum kloriir (KCI), 0.28 g kalsiyum kloriir
(CaCL.2H20), 0.56 g sodyum siilfat (Na;SOs), 0.35 g potasyum dihidrojen fosfat
(KH2PO4), 0.25 g amonyum kloriir (NH4Cl) ve 6.25 g iire (CH4N>O) alinip ultra saf su
ile 250 mL’ ye tamamlanarak hazirland1 [58].
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Siprofloksasin Sensorii Hazirlanmasi

Tez kapsaminda elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak SiP sensérii hazirlanmustir.
Bu yontemde 2-Tiyofen metanol (2TM) monomeri kullanilarak GCE, CV metodu ile
modifiye edilmis ve modifiye elektrot iizerinde SIP’ in elektrokimyasal davranis1 SWV

metodu ile incelenmistir.

4.1.1. SiP’in yiikseltgenme/indirgenme potansiyelinin belirlenmesi

SIP’in yiikseltgenme/indirgenme potansiyelini belirlemek icin ¢iplak GCE, SitT (pH=5)
(zemin ¢ozeltisi) igerisine daldirilarak (-1.2)-(1.5) V potansiyel araliginda CV yontemi
ile bir déngiiliik dl¢iim gergeklestirilmistir. Daha sonra kullanilan SitT icerisine SIP stok
coOzeltisinden ilave edilerek tekrar ayni potansiyel araliginda CV yontemi ile 6lglim
yapilmistir. Yapilan olgiimler karsilastirildiginda sekil 4.1(A)’daki CV sinyallerinde
goriildiigii gibi SIP’in yaklasik 1.1 V civarinda geri doniisiimsiiz bir sekilde yiikseltgenme
piki verdigi goriilmiistiir. G6zlenen piki daha belirgin bir sekilde gérmek ve dogrulamak
acisindan ¢iplak GCE, SitT (pH=5) igerisine daldirilarak (0.0)-(1.5) V potansiyel
araliginda SWV yontemi kullanilarak olgiim gergeklestirilmistir. Daha sonra SitT
ierisine toplam konsantrasyonu 0.5 ve 1 mM olacak sekilde SIP ilave edilerek iki 6l¢iim
daha yapilmistir. Olgiimler sonucunda elde edilen voltamogramlar karsilastirildiginda
sekil 4.1(B)’deki SWYV sinyallerinden de anlasilacagi gibi CV yontemi ile tespit edilen
1.1 V civarinda gbzlenen yiikseltgenme pikinin SIP’e ait oldugu ve artan konsantrasyonla

beraber pik akimiinda arttig1 goriilmiistiir.

AKim, pA

1| - ‘ | I 1

f

Potansiyel , V

Sekil 4.1: SiP’e ait CV (A), SWV (B) voltamogramlari.
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4.1.2. Elektrot modifikasyonu

SIP tayini i¢in GCE elektropolimerizasyon yontemi ile modifiye edilmistir. Bu amag igin
CV metodu kullanilarak fakli monomerler GCE ylizeyinde (-1.2)-(1.2) V potansiyel
araliginda, 100 mV/s tarama hizinda ve 2 dongii olacak sekilde biriktirilerek
polimerlestirildikten sonra SWV akim sinyallerinin degerlendirilmesi sonucunda SiP’e
en uygun monomer se¢ilmis, elektrodun segiciligini ve duyarliligini artirmak icin de
monomer derigimi, tarama hizi1 ve film kalinhigi gibi parametreler optimize edilerek

elektrot modifiye edilmistir.

4.1.2.1. Monomer se¢imi

SIP’e karst en duyarli olan monomeri belirlemek i¢in; FT (pH=7.00) igerisinde; SitA,
AlipA, KafA; 0.15 M asetik asit icerisinde KgeA; 0.1 M sodyum perklorat iceren AcN
cozeltisi icerisinde TrfA, 3VFBA, 4VBeA, 2-5DMF, 2TM; 0.1 M sodyum perklorat
iceren AcN:su (1:1) ¢ozeltisi icerisinde; 4VBeA ko 2TM ve AlipA ko 2TM, SitA ko 2TM
monomer ¢ozeltileri hazirlanmistir. Her birinin derisimi 5 mM olarak hazirlanan bu
monomer ¢ozeltileri ile CV yontemi kullanilarak (-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda,
(100 mV/s tarama hizinda ve 2 dongii) GCE modifiye edilmistir. Modifiye GCE’ler
kullanilarak SWV yontemi ile SIP> in elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil
4.2°deki grafik incelendiginde SIP i¢in, kullanilmis olan 12 monomer /monomer karigimi
icinde, en iyl yanit1 2TM monomerinin verdigi goriilmiistiir. Bu nedenle ¢aligmanin

bundan sonraki kisimlarinda monomer olarak 2TM’nin kullanilmasina karar verilmistir.

45 2TM; 43.300
=
40.777 T 40.767 39.778
P 39.254 ' 38.520
= 35.134 37.030 ' 36.557
g 33458
Z 35
32.582 32,021
. JL Ll JILN
o7 %@v & & 4‘3? @@v &{‘ &@ @\ %@\ q’@\
L S ¥ ¥ ¥
X 2 .
¢

Sekil 4.2: SIP icin monomer sec¢imi.
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4.1.2.2. Monomer konsantrasyonunun etkisi

Monomer olarak kullanilmasina karar verilen ve sekil 4.3’de polimerlesme voltamogrami
goriilen 2TM’nin derisiminin SWV yanit1 lizerine etkisini belirlemek {izere 5, 7.5, 10,
12.5 ve 15 mM konsantrasyonlarinda monomer ¢ozeltileri hazirlanarak CV metodu ile

100 mV/s tarama hiz1 ve 2 dongii deneysel kosullarinda GCE modifiye edilmistir.

20
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Sekil 4.3: 2TM’nin polimerlesme voltamograma.

Modifiye edilen GCE’ler iizerinde SIP’in elektrokimyasal davranisi SWV metodu ile
incelenmistir. Sekil 4.4(A)’da yer alan voltamogramlar ve sekil 4.4(B)’de yer alan grafik
incelendiginde monomer konsantrasyonunun artisiyla beraber SiP’e ait pik akim
degerinin 10 mM 2TM konsantrasyonuna kadar arttigi, 10 mM’den sonra kiigiilmeye
basladig1 goriilmustiir. Konsantrasyon artisiyla beraber elektrot ylizeyinde daha fazla
polimer birikmesinin, yani polimer filmin daha da kalinlasmasinin, pik akiminin

kiiciilmesine yol actig1 diisiiniilmektedir.
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Sekil 4.4: 2TM monomer konsantrasyonunun SIP SWV pik akimina etkisi.

4.1.2.3. CV tarama hizinin etkisi

Tarama hizinin etkisini belirlemek i¢in 10 mM 2TM monomeri ile GCE yiizeyinde 50,
75, 100, 125 ve 150 mV/s, tarama hizlarinda 2 dongiiden olusan filmler olusturulmustur.
Modifiye edilen elektrotlar ile SIP’in ektrokimyasal davramsi SWV metodu ile
incelenmis olup sekil 4.5(A)’da yer alan voltamogramlar ve sekil 4.5(B)’deki grafigin
incelenmesi sonucundan da goriilebilecegi gibi en iyi pik akimi1 100 mV/s tarama hizi ile

olusturulan film ile elde edilmistir.
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Sekil 4.5: CV Tarama hizinin SIP SWV pik akimina etkisi.

4.1.2.4. Film kalinhgimn etkisi

Film kalinliginin etkisi CV yonteminde dongii sayis1 degistirilerek arastirilmistir. Bu
islem i¢in CV metodu ile 1, 2, 3, 4 ve 5 dongiiliik filmler olusturularak GCE modifiye
edilmistir. Modifiye edilen elektrotlarin SIP’ in elektrokimyasal davranisi iizerine etkisi
SWV yontemi ile incelenmis olup sekil 4.6(A)’ da yer alan voltamogramlar ve sekil
4.6(B)’ deki grafigin incelenmesi sonucunda da goriilebilecegi gibi en iyi pik akimi 2
dongiiliik film ile elde edilmistir. 3. dongiiden sonra modifiye edilen elektrot ylizeyinde

film kalinlagsmis ve bunun sonucu olarak da pik akimi azalmstir.
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Sekil 4.6: Film kalinhiginin SIP SWV pik akimina etkisi.
4.1.3. Elektrokatalitik aktivite

Ciplak GCE ve 2TM ile modifiye edilen GCE (p(2TM)/GCE)’nin CV metodu ile
(-0.2)-(0.8) V potansiyel aralifinda 1 M KNO;3 icinde 6 mM Ki[Fe(CN)s]” nin
elektrokimyasal yanitina ait voltamogramlar sekil 4.7°de ve bu voltamogramlardaki pik
akimlar cizelge 4.1° de gosterilmistir. Cizelgedeki pik akimlarindan da anlasilacag: gibi

p(2TM)/GCE, ciplak GCE’ ye gore daha iyi bir elektrokatalitik aktivite sergilemistir.

Cizelge 4-1: GCE ve p(2TM)/GCE’nin elektrokatalitik aktivitesine ait pik akimlar1

Yiikseltgenme Indirgenme
Elektrot Potansiyel Akim Potansiyel Akim
M (nA) M (nA)
GCE 0.31 70.240 0.21 31.790
p(2TM)/GCE 0.31 75.313 0.22 37.528
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Sekil 4.7: p(2TM)/GCE elektrokatalitik aktivitesi.
4.1.4. Empedans olciimleri

Elektrokimyasal empedans (EIS), modifiye elektrot ylizeyinin arayiizey ozelliklerini
gozlemlemek icin etkili bir yontemdir. Ciplak ve modifiye edilmis GCE’ lerin
elektrokimyasal empedans spektrumu 6 mM ferrisiyaniir iceren 1 M KNO3 ¢d6zeltisi
icinde kaydedilmistir. EIS’ de yliksek frekanstaki yarim daire elektron transfer direncine
esdegerdir ve daha diisiik frekanslardaki diiz ¢izgi difiizyon islemine karsilik gelir. Elde
edilen sonuglar sekil 4.8’de gosterilmistir. Sekil 4.8 iizerinde yer alan devre, ¢iplak ve
modifiye edilmis GCE’ lerden elde edilen verileri deneme i¢in kullanilan Randles esitligi
devre modelini temsil eder. p(2TM)/GCE, elektrot ylizeyinde yiiksek iletkenligi ve hizli
elektron iletkenligi bakimidan ¢iplak GCE ile karsilagtirildiginda, modifiye edilmis

elektrotta gelistirilmis elektron transferine bagli olan kiigiik bir yarim daire sergilenmistir.
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' : o =t
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Sekil 4.8: GCE ve p(2TM)/GCE empedans 6l¢iimleri.
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4.1.5. Destek Elektrolit Etkisi

Her biri 0.1 M ve pH’1 5.00 olan AsT, B-RT, FT, PBST, TrsT, Sit-FT ve SitT ¢ozeltileri
igerisine 0.5 mM konsantrasyonunda SiP stok ¢dzeltisinden ilave edilmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiler kullanilarak p(2TM)/GCE ile SWV yontemi kullanilarak voltamogramlar
alimmustir. Olgiimler sonucunda elde edilen ve sekil 4.9(A)’da yer alan voltamogramlar
ve sekil 4.9(B)’deki bar grafigin incelenmesinden de anlasilacagi gibi SIP en iyi

elektrokimyasal davranis1 SitT icerisinde sergilemistir.

A 150 a:AsT d
| b:B-RT
c FT
d: PBST g
e: TrsT f
i f Sit-FT b
< o g SitT
= C
=
f a
50_|
T I r ! y T ! y : T T
0.5 1.0 1.5
Potansiyel, V
B SitT ; 47.476
50.00 Sit-FT; 45.634
<_£L4o.oo
- FT; 28.709
g PBST; 27.395
'é 30.00 B-RT; 26.789
AsT 19.698
20.00 TrsT 16.489
u
10.00

Elektrolit

Sekil 4.9: Elektrolit tiiriiniin SIP SWV pik akimma etkisi.
4.1.6. Destek elektrolitin pH etkisi

Destek elektrolitin pH degeri, analiz edilen maddelerin elektrokimyasal davranisini
etkileyen onemli bir faktordiir. Bu nedenle SiP’in en iyi elektrokimyasal davranis
sergiledigi SitT’ nin pH'sinin pik potansiyeli (Ep) lizerindeki etkisi 3.00-7.00 araliginda
arastirtlmistir. Artan pH ile, SWV pik potansiyeli sekil 4.10(A)’da goriildiigii gibi negatif
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degerlere dogru kaymistir. Sekil 4.10(B)’de yer alan pik potansiyeli ve pH arasindaki
iligki dogrusaldir ve esitlik (4.1)’deki gibi formiile edilebilir.

Ep=1.531-0.067 pH (R?=0.9905) 4.1)
A
100_-
<
=
E
-t
- ]
50_]
7.00 «— 3.00
05 ' ' 10 ' ' 15
Potansiyel, V
B 1.40
1.30
> y =-0.067x + 1.531
—_— 2 _
5 120 R? = 0.9905
B2
8
£ 110
1.00
2 3 4 5 6 7 8

Sekil 4.10: SIP SW voltamogrami (A), pH-potansiyel grafigi (B).

pH-Potansiyel grafiginin egimi olan 67 mV, p(2TM)/GCE’ nin SiP'in esit proton ve
elektron oksidasyon siirecine karsilik gelen teorik Nernst esitligindeki 59 mV degerine
yakindir. Onerilen oksidasyon mekanizmasina ait sema Sekil 4.11'de gosterilmistir [26].

o O

O O
F F
LN J
A W™ A

Sekil 4.11: SIP yiikseltgenme mekanizmasi.

HO
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Daha sonra, 3.00-7.00 araligindaki pH'nin, SWV pik akimi (Ip) lizerine olan etkisi de
arastirllmistir. Elde edilen sonuclardan, pik akimmin pH 5.00’de maksimum degere
ulastig1 ve daha sonra tekrar azalmaya bagladig1 goriilmiistiir (Sekil 4.12). Bu sonuglar
dogrultusunda SIP’in en iyi elektrokimyasal davranisini elde etmek acisindan ¢alismanin

bundan sonraki kisimlarinda, pH’s1 5.00 olan SitT’nin kullanilmasina karar verilmistir.

50.00 47.728
45.00
< 40.00
£
Z 35.00
<
30.00
25.00
3 4 5 6 7
pH

Sekil 4.12: pH-SIP SWV pik akimu iliskisi.
4.1.7. SWYV analiz parametrelerinin etkisi

Analitin mevcut yamitim1 etkileyebilecek SWV parametrelerinin  optimizasyonu,
voltametrik prosediiriin genisletilmesinde 6nemli bir adimdir. Bu nedenle, bu ¢alismada
biriktirme potansiyeli, siyirma potansiyeli, biriktirme siiresi ve puls genligi gibi

parametreler optimize edilmistir.

4.1.7.1. Biriktirme potansiyelinin etkisi

Calismanin bu asamaya kadar olan kisimlarinda SWV yontemi kullanilmistir. Bu
asamadan itibaren biriktirme potansiyeli, siyirma potansiyeli ve biriktirme siiresinin
etkisini incelemek lizere SWV yonteminin uzantisi olan birikim basamagi diginda SWV
yontemi ile ayn1 olan kare dalga siyirma voltametri (SWSV) yontemi kullanilmistir. Bu
yontemde biriktirme adiminda, analit elektrot iizerine biriktirilir ve biriken analit daha
sonra hizlica elektrottan siyirilir. Elektrot iizerinde biriken analit, elektrokimyasal
reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini artirir, akimlar daha yiikselir, bu nedenle duyarligi
onemli Ol¢iide diiser. Daha diisiik seviyelerde tayin yapabilmek agisindan bu 6zelligin
kullanilmast 6nem arz etmektedir. Bu yontemde biriktirme potansiyelinin etkisini

incelemek icin 0.5, 0.6, 0.7, 0.8, 0.9 ve 1.0 V potansiyellerinde 10 saniye siire ile
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biriktirme iglemi gergeklestirilerek ve 0.5 V potansiyelde siyrilarak 6lgiimler yapilmistir.
Yapilan dl¢timlere ait voltamogramlar sekil 4.13(A)’da ve 6l¢iim sonuglarini ifade eden
grafik sekil 4.13(B)’de yer almaktadir. S6z konusu voltamogram ve grafikte de goriildiigii
gibi biriktirme isleminin SIP’in elektrokimyasal davranis {izerine biiyiik etkisi olmustur.
Farkli potansiyellerde yapilan biriktirme islemlerinden ise 0.8 V potansiyelde yapilan

biriktirme SIP i¢in en iyi yanit1 sergilemistir.
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Sekil 4.13: Biriktirme potansiyelinin SIP SWSV pik akimina etkisi.
4.1.7.2. Siyirma potansiyelinin etkisi

Siyirma potansiyelinin etkisini belirlemek i¢in p(2TM)/GCE iizerinde 0.8 V potansiyelde
10 saniye biriktirilen SIP; 0.3, 0.4, 0.5, 0.6 ve 0.7 V potansiyellerinde siyrilarak SIP’in
elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil 4.14(A)’da verilen voltamogramlar ve
sonuglar1 ifade eden sekil 4.14(B)’deki grafikten de anlasilacagi gibi en iyi siyirma
potansiyeli 0.5 V olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.14: Siyirma potansiyelinin SIP SWSV pik akimna etkisi.

4.1.7.3. Biriktirme siiresinin etkisi

Elektrot iizerinde biriktirme islemi, elektrokimyasal reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini
arttirir ve buna bagh olarak pik akimi biiyiliyerek algilama seviyesinin onemli 6l¢iide
diismesine, yani duyarligin iyilesmesine yol acar. Ancak, bu iyilesme elektrodun yiizey
alani ile sinirhdir ki, bu da biriktirme kapasitesi olarak adlandirilir. Bu durumda; modifiye
elektrodun elektroaktif yiizey alaninin biriktirme kapasitesinin agilmasi durumunda
sinyallerde kiiclilmeler basgostermektedir. Bu kapsamda biriktirme siiresi yaygin olarak
kullanilan bir parametredir. Bu ¢alismada biriktirme siiresinin etkisini belirlemek i¢in
p(2TM)/GCE tizerinde 0.8 V potansiyelde 5, 10, 15, 20 ve 25 s siire ile biriktirme islemi
gergeklestirilmis ve SWSV yontemi kullanilarak 0.5 V potansiyelde siyrilarak 6l¢timler
gergeklestirilmistir. Ol¢iimlerin sonucuna ait sekil 4.15(A)’da yer alan voltamogramlar

ve sonuglar1 ifade eden sekil 4.15(B)’deki grafigin incelenmesinden de anlasilacagi gibi
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en 1iyi biriktirme siiresi 15 s olarak belirlenmistir. Daha fazla biriktirme siiresinde pik
akimiin azalmasi elektrot yiizeyindeki SIP birikme miktarmin smnir degerine ulasildigimi

yani, kapasitesini astigini géstermistir.
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Sekil 4.15: Biriktirme siiresinin SIP SWSV pik akimina etkisi.
4.1.7.4. Puls genliginin etkisi

Puls genliginin voltametrik akim degerleri {izerindeki etkisi 10-70 mV araliginda
incelenmistir. Sekil 4.16(A) ve Sekil 4.16(B)’de de agik¢a goriildiigii gibi SIP’in SWSV
pik akimi, 55 mV puls genligine kadar artmis ve bu degerden sonra azalmistir. Bu nedenle

55 mV’luk puls genligi ile calismaya karar verilmistir.
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Sekil 4.16: Puls genliginin SIP SWSV pik akimina etkisi.

4.1.8. Kalibrasyon grafigi

Yukarida tespit edilen optimum kosullar altinda 0.1-200 uM (0.1, 0.3, 0.5, 0.7, 1, 2, 3,
10, 20, 40, 100 ve 200 uM) konsantrasyon araliginda SWSV yontemi ile yapilan dl¢timler
sonucunda elde edilen voltamogramlar sekil 4.17°da goriilmektedir. (Voltamogramlarda

zemin diizeltmesi yapilmistir.)
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Sekil 4.17: 0.1-200 pM konsantrasyon araliginda SIP voltamogramlari.

Bu voltamogramlar kullanilarak ortaya c¢ikan egim farkindan dolayr 2 farkh
konsantrasyon aralig1 icin kalibrasyon grafigi cizilmistir. ilk olarak 0.1-3 uM (kiiciik)
konsantrasyon aralig1 i¢in ¢izilen ve sekil 4.18(A)’da goriilen kalibrasyon grafigine ait
dogru denklemi, y=14.032x+3.0047 ve R?=0.9993 olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon
grafiginden elde edilen veriler kullanilarak esitlik (2.4)’teki formiile gére hesaplanan
LOD 7 nM, esitlik (2.5) teki formiile gore hesaplanan LOQ ise 22 nM dir. Ikinci
kalibrasyon grafigi ise 10200 uM (yiiksek) konsantrasyon araligi i¢in ¢izilmistir (sekil
4.18(B). Bu kalibrasyon grafigine ait dogru denklemi y=0.7159x+48.965 ve R*=0.9989

olarak hesaplanmuistir.
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Sekil 4.18: SiP’in 0.1-3 ve 10-200 uM konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrileri.

4.1.9.

Elektrokimyasal olarak modifiye edilen elektrotlar kullanilan polimere ve analite gore
degismekle beraber genellikle bir veya iki defa kullanilabilmektedirler. Bu caligmada
hazirlanan p(2TM)/GCE’de tekrar tekrar kullanilabilir bir elektrot degildir. Yani tek
kullanimlik bir modifiye elektrottur. Bu nedenle p(2TM)/GCE’nin yeniden iiretilebilirligi
bu ¢alismada incelenmistir. Bu amag icin GCE yukarida anlatilan optimum sartlarda her
defasinda yeniden modifiye edilerek hazirlanmistir. Arka arkaya 10 defa hazirlanan
p(2TM)/GCE kullanilarak 3 pM konsantrasyonundaki SiP’in elektrokimyasal davranisi
SWSYV yontemi ile incelenmistir. Olgiimler sonucunda ortaya ¢ikan voltamogramlar sekil
4.19(A)’da goriilmektedir. Voltamogramlar ve sekil 4.19(B)’deki bar grafiginden,
standart sapma 0.17 ve % bagil standart sapma 0.40 olarak hesaplanmistir. Bu degerler

Tekrariiretilebilirlik

Konsantrasyon, uM
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g0z Oniine alindiginda, yontemin tekrarlanabilir, son derece kararli ve duyarli (% 99,60)

oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.19: p(2TM)/GCE’nin tekrariiretilebilirlgi.
4.1.10. Sentetik idrarda siprofloksasin tayini

SIP biiyiik oranda viicudumuzdan idrar yoluyla atilmaktadir. Bu nedenle gelistirilen
yontemin sentetik idrarda SIP tayini standart ekleme metodu ile test edilmistir. Bunun
icin boliim 3.6’da belirtildigi sekliyle sentetik idrar ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan
bu idrar ¢ozeltisinden 1 mL aliip SitT (pH=5.00) ile 5 mL’ye tamamlanmis (1:4) ve
hazirlanan bu ¢ozeltinin pH’s1 da 5.00’a ayarlanmistir. Bu sekilde hazirlanan 3 seri
¢dzeltinin her birinin igerisine sirastyryla 10, 20 ve 40 uM SIP ilavesi yapilmis ve her
ilaveden sonra SWSV metodu ile oOlglimler gerceklestirilmistir. Yapilan ol¢timler

sonucunda elde edilen voltamogramlar sekil 4.20(A, B, C)’de goriilmektedir.
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Sekil 4.20: Sentetik idrarda SIP tayini.

Olgiimler sonucunda bulunan konsantrasyon kullanilarak geri kazanim verimleri esitlik

2.2) kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan % geri kazanim verimleri incelendiginde
P p g g
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10 uM ilave i¢in % 99.72-% 99.88, 20 uM ilave i¢in % 99.25-% 99.65 ve 40 uM ilave
icin % 95.55-% 96.46 oranlarinda geri kazanim verimi elde edildigi Cizelge 4.2° de
goriilmektedir. p(2TM)/GCE’nin sentetik idrar ¢ozeltisinde SiP’i, ¢ok iyi kararlilik ve
duyarlhlikla tayin ettigi goriilmektedir.

Cizelge 4-2: SIP % Geri kazanim verimi.

Bulunan miktar (uM) Geri Kazanim Verimi (%)

Ek!enen Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seri 1 Seri 2 Seri 3 Standart
miktar vy M) (M) % % % sapma
(M)
10.00 9.97 9.99 9.97 99.72 99.88 99.74 +0.009
20.00 19.87 19.93 19.85 99.33 99.65 99.25 +0.042
40.00 38.44 38.22 38.58 96.10 95.55 96.46 +0.182

4.2. Gentamisin Sensoriiniin Hazirlanmasi

Tez kapsaminda elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak iki farkli yontemle GNS
sensOrii hazirlanmigtir. Birinci yontemde 3TCA ve 3MTF monomerlerinin karisimindan
olusan bir kopolimer kullanilarak GCE, CV metodu ile modifiye edilmis ve modifiye
elektrot tizerinde GNS’nin elektrokimyasal davranisi SWV metodu ile incelenmistir.
Ikinci yontemde ise BCD ve pTSA monomerleri ile hazirlanan polimer kullanilarak GCE,
CV metodu ile modifiye edilmis ve modifiye elektrot iizerinde GNS’nin elektrokimyasal

davranis1 SWV metodu ile incelenmistir.

4.2.1. Gentamisinin yiikseltgenme/indirgenme potansiyelinin belirlenmesi

GNS’nin ylikseltgenme/indirgenme potansiyelini belirlemek i¢in ¢iplak GCE, FT (pH=7)
zemin ¢Ozeltisi i¢erisine daldirilarak (-1.5)-(1.5) V potansiyel araliginda CV yontemi ile
bir dongiiliik ol¢iim gerceklestirilmistir. Daha sonra kullanilan FT igerisine GNS
konsantrasyonu, toplam 4 ve 6 mM olacak sekilde GNS stok ¢ozeltisinden ilave edilerek
tekrar ayn1 potansiyel araliinda CV yontemi ile 6l¢timler yapilmistir. Yapilan 6l¢timler
karsilastirildiginda sekil 4.21°den de anlasildigi gibi GNS’nin yaklasik 0.86 V civarinda

geri dontisiimsiiz bir sekilde yiikseltgenme piki verdigi goriilmiistiir.
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Sekil 4.21: GNS yiikseltgenme potansiyeli.

4.2.2. Kullanilacak ¢calisma elektrotunun se¢imi

GNS tayini icin en uygun ¢alisma elektrotunu segmek amaciyla FT (pH 7.00) icerisine
GNS stok ¢ozeltisinden 4 mM ilave edilerek ¢iplak PtE, AuE ve GCE ile (0.5)-(1.4) V
potansiyel araliginda SWV yéntemi kullanilarak dl¢iimler alinmistir. Olgiim sonuglarini
gosteren voltamogramlar sekil 4.22°de verilmistir. Voltamogramlardan da anlasilacag:
gibi GNS i¢in AuE ve GCE’nin iyi yanit verdigi goriilmektedir. Ancak GCE ile elde
edilen GNS pikinin daha simetrik olmasi nedeniyle ¢alisma elektrodu olarak GCE

kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.22: GNS tayini i¢in elektrot se¢imi.
4.2.3. Elektrot modifikasyonu

GNS tayininde kullanilmasina karar verilen GCE elektropolimerizasyon yontemi ile

modifiye edilmistir. Bu amag¢ i¢cin CV metodu kullanilarak fakli monomerler GCE
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yiizeyinde (-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hizinda ve 4 dongii
olacak sekilde biriktirilerek GNS’ye en uygun monomerler secilmis, daha sonrada
elektrodun seg¢iciligini ve duyarliligini artirmak agisindan monomer derisimi, tarama hizi

ve film kalinlig1 gibi parametreler optimize edilerek elektrot modifiye edilmistir.

4.2.3.1. Monomer se¢imi

GNS’ye kars1 en duyarli olan monomeri belirlemek icin; FT (pH=7.00) igerisinde AkrA,
4VP, 3TCA, pTSA, BCD ve BCD-pTSA karisimindan olusan monomer ¢ozeltileri; 0.1 M
sodyum perklorat iceren AcN ¢d6zeltisi igerisinde 3MTF, 0.5 M H»SOg4 igerisinde Ani ve
4VP-Ani karistmindan olusan monomer c¢ozeltileri; 0.1 M sodyum perklorat iceren;
AcN:su (1:1) cozeltisi igerisinde; 3TCA-3MTF monomerlerinin karisimindan olusan
¢Ozelti hazirlanmistir. Toplam konsantrasyonu 5 mM olarak hazirlanan bu monomer
cozeltileri ile (-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hiz1 ve 4 dongii
kosullarinda CV yontemi kullanilarak GCE modifiye edilmistir. Modifiye GCE’ler
kullanilarak SWV yontemi ile GNS’nin elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil
4.23°de verilen bar grafigi incelendiginde GNS i¢in en iyi yaniti, birinci yontem igin
3TCA ve 3MTF monomer cozeltilerinin karisimi; ikinci yontem ig¢in BCD ve pTSA
monomer ¢dzeltilerinin karigimi ile modifiye edilen elektrotlarin verdigi goriilmiistiir. Bu
nedenle caligmanin bundan sonraki kisimlarinda monomer olarak birinci yontem igin
3TCA ve 3MTF monomerlerinin karigimiyla elde edilen kopolimerin ve ikinci yontem
icin ise BCD ile pTSA monomerlerinin karigimiyla elde edilen polimerin kullanilmasina

ve iki farkli yontemle GNS tayinine karar verilmistir.
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Sekil 4.23: GNS i¢in monomer segimi.
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4.2.4. 3-Tiyofen karboksilik asit ko 3-metil tiyofen kullanarak gentamisin tayini

Yukaridaki boliimde anlatildigi gibi GNS igin en iyi yamit1 3TCA ve 3MTF
monomerlerinin karisimiyla elde edilen kopolimerin verdigi goriilmiistiir. Kopolimerler;
Iki ayr1 monomerden olusan polimerlerdir. Monomer oranlar1 degistirilerek
kopolimerlerin iletkenlikleri degistirilebilir. Bu nedenle kopolimer olarak kullanilmaya
karar verilen 3TCA ve 3MTF oranlarinin etkisi incelenmistir. 3TCA-3MTF monomer

coOzeltilerinin karisimina ait polimerlesme voltamogrami sekil 4.24’da goriilmektedir.
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Sekil 4.24: 3TCA ko 3MTF polimerlesme voltamogrami.
4.2.4.1. Monomer oraninin etkisi

3TCA:3MTF monomer oraninin etkisini incelemek i¢in 3TCA monomeri 1 mM’ da sabit
tutularak 3MTF konsantrasyon orani degistirilerek farkli oranlardaki monomer ¢ozeltileri
(1.00:0.50, 1.00:1.00, 1.00:1.50, 1.00:2.00 ve 1.00:2.50), 0.1 M Sodyum perklorat igeren
1:1 oranindaki AcN:Su karigimi igerisinde hazirlanmistir. Hazirlanan bu monomer
cozeltileri ile (-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda, 100 mV/s tarama hiz1 ve 4 dongii
kosularinda CV yontemi kullanilarak GCE modifiye edilmistir. Modifiye GCE’ler
kullanilarak SWV yontemi ile GNS’nin elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil
4.25(A)’da goriilen voltamogramlar ve sekil 4.25(B)’deki bar grafigi incelendiginde GNS
icin en iyl yanitt 1.00:1.50 oranindaki 3TCA:3MTF monomer ¢d6zeltisinin verdigi
goriilmiistlir. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda monomer orani olarak

1.00:1.50 oraninin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.25: 3TCA:3MTF monomer oraninin GNS SVW pik akimina etkisi.

4.2.4.2. Monomer konsantrasyonunun etkisi

GNS’nin elektrokimyasal davranis1 {izerine etki edecek olan en 1yl monomer
konsantrasyonunu belirlemek agisindan yukarida belirtilen monomer orani (1.00:1.50)
g6z Oniinde bulundurularak farkli konsantrasyonlarda (1.00:1.50, 1.50:2.25, 2.00:3.00,
2.50:3.75 ve 3.00:4.50 mM) monomer ¢dzeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu monomer
cozeltileriyle CV metodu ile modifiye edilen elektrotlar kullanilarak, SWV yontemi ile
Olctimler gergeklestirilmistir. Sekil 4.26 (A ve B)’de yer alan voltamogram ve grafik
incelendiginde en iyi monomer konsantrasyonunun 2.50 mM 3TCA:3.75 mM 3MTF
karigiminin oldugu goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde konsantrasyon artisiyla
beraber GNS’ye ait pik akiminin 2.50 mM 3TCA:3.75 mM 3MTF’ye kadar arttig,
monomer konsantrasyonunun daha fazla artirilmasiyla beraber GNS pik akiminin

azalmaya basladigr goriilmiistiir. Monomer konsantrasyonunun artmasiyla beraber
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elektrot yiizeyinde daha fazla polimer birikmesinin pik akiminin azalmasina yol agtigi

distiniilmektedir.
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Sekil 4.26: 3TCA:3MTF monomer konsantrasyonunun GNS SVW pik akimina etkisi.

4.2.4.3. Film kalinhgimn etkisi

Film kalinliginin etkisi CV yonteminde dongili sayis1 degistirilerek arastirilmistir. Bu
islem i¢in yukarida optimize edilen parametreler kullanilarak CV metodu ile 1, 2, 3,
4,5,6,7 ve 8 dongiiliikk filmler olusturularak GCE modifiye edilmistir. Modifiye edilen
elektrotlarin GNS’nin elektrokimyasal davranisi {izerine etkisi SWV yontemi ile
incelenmis olup sekil 4.27(A)’da yer alan voltamogramlar ve sekil 4.27(B)’deki grafigin
incelenmesi sonucunda da goriilebilecegi gibi GNS i¢in en iyi pik akimi 4 dongiiliik film
ile elde edilmistir. 5. dongliden itibaren modifiye edilen elektrot yiizeyinde film
kalinlastikca buna bagli olarak GNS pik akimi azalmaktadir. Filmin daha fazla

kalinlagsmasiyla beraber analitin elektrot {izerindeki elektron aktarim hizinin diigmesinin,
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diger bir deyisle aktarim siiresinin artmasinin, GNS pik akiminin azalmasina yol actig1

distiniilmektedir.
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Sekil 4.27: Film kalinliginin GNS SWYV pik akimina etkisi.

4.2.4.4. Tarama hizinin etkisi

Tarama hizinin etkisini belirlemek i¢in GCE yiizeyinde 50, 80, 100, 120, 140 ve 160
mV/s, tarama hizlarinda 4 dongiiden olusan filmler olusturulmustur. Modifiye edilen
elektrotlar ile GNS’nin ektrokimyasal davranist SWV metodu ile incelenmis olup sekil
4.28(A ve B)’de yer alan voltamogramlar ve grafigin incelenmesinden de anlasilabilecegi

gibi en iyi pik akimi 100 mV/s tarama hiz1 ile olusturulan film ile elde edilmistir.
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Sekil 4.28: CV tarama hizinin GNS SWV pik akimina etkisi.
4.2.5. Elektrokatalitik aktivite

Ciplak ve 3TCA-3MTF ile modifiye edilen GCE (p(3TCA ko 3MTF)/GCE)’nin CV
metodu ile (-0.2)-(0.8) V potansiyel araliginda 1 M KNO3 i¢inde 6 mM K3[Fe(CN)6]’
nin elektrokimyasal yanitina ait voltamogramlar sekil 4.29°da ve bu voltamogramlardaki
pik akimlar ¢izelge 4.3’ de gosterilmistir. Cizelgedeki pik akimlarindan da anlagilacagi
gibi p(3TCA ko 3MTF)/GCE, ciplak GCE’ ye gore cok iyi bir elektrokatalitik aktivite

sergilemistir.

Cizelge 4-3: GCE ve p(3TCA ko 3MTF)/GCE’nin elektrokatalitik aktivitesine ait pik

akimlari.
Yiikseltgenme Indirgenme
Elektrot . Akim Potansiyel Akim
Potansiyel (V) (LA) %! (LA)
GCE 0.31 71.075 0.21 33.851
p(3TCA ko
IMTF)/GCE 0.28 104.638 0.20 44.934
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Sekil 4.29: p(3TCA ko 3MTF)/GCE’ nin elektrokatalitik aktivitesi.
4.2.6. pQBTCA ko 3MTF)/GCE’nin polimerlesme mekanizmasi

fletken polimerlerin ve iletken polimerik filmlerin hazirlanmasi igin en yaygin ve en
kullanigli yontem elektrokimyasal yontemlerdir. Bu yontemde, uygun elektroaktif
fonksiyonel monomerlerin anodik oksidasyonu gerceklestirilir. Katodik indirgeme ¢ok
daha az kullanilir. Elektrokimyasal iletken film iiretme yonteminde, bir polimer filmin
olusumu ve oksidasyonun bir sonucu olarak kars1 iyonlarin katkisi ayn1 anda meydana
gelir. Cogu zaman, polimerlesmeye yol acan monomer oksidasyon potansiyeli,
oligomerik ara maddelerin veya ortaya ¢ikan polimerin yiiklenmesinden daha yiiksektir.
iletken polimerik filme yol acan elektropolimerizasyon mekanizmasi hala tam olarak
anlagilamamistir ve farkli sekillerde tartisilmaktadir [59-64].

Tiyofen (Th) gibi bir elektroaktif monomerin elektropolimerik sentez mekanizmasi, sekil
4.30° da gorilmektedir. Th'nin potansiyometrik elektropolimerizasyonunda [65-66],
yiiksek pozitif potansiyele sahip bir anodik tepe noktasi ile ortaya c¢ikan Th
elektrooksidasyonunun ilk, asamasinda biiyiik bir R radikal katyonu olusur. ikinci
adiminda R, monomer kimyasal bir reaksiyon ile P ile reaksiyona girer ve bir radikal
katyonun S protonlu dimeri olusur. Daha sonra S, elektrokimyasal bir adimda T'ye (iki
kat yiiklii o-dimer olarak adlandirilir) elektrooksitlenir. Notr bir dimer olan U yapisi, iki
protonun ortadan kaldirilmasinin iiriiniidiir. Daha sonra, bu dimer ikinci bir
elektrokimyasal reaksiyon asamasinda oksitlenir ve radikal bir katyon olan W tiiriinii
meydana getirir. Bu W yapisi kimyasal bir baglanma reaksiyonu ile P ile reaksiyona girer.

Bu adimlar, bir trimer, Z olusturmak i¢in mekanizmasina gore birbirini takip eder. [66].
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Sekil 4.30: Politiyofenin elektropolimerik sentez mekanizmasi.

Poli(Th) (p(Th)) ve tiirevleri, kendiliginden yiiksek elektrik iletkenlikleri (~ 10° S m™),
kimyasal ve mekanik stabiliteleri ve hem katkili hem de katkisiz durumlarinda

islenebilirlikleri nedeniyle en ¢ok kullanilan iletken polimerler arasindadir [66].

4.2.6.1. Poli(3TCA ko 3MTF) film sentezi

CH,4

d+d—» (]

HOOC
Sekil 4.31: p(3TCA ko 3MTF) sentez semast.

Sentez semas1 sekil 4.31° de verilen p(3TCA ko 3MTF)’nin elektropolimerizasyon
mekanizmasi (sekil 4.32) Triantou ve dig. (2015) tarafindan verilmis olan p(3MTF)’ nin
elektropolimerizasyon = mekanizmasina  benzer olacak sekilde  gerceklestigi

diistiniilmektedir [67].
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Sekil 4.32: Poli(3TCA ko 3MTF) elektropolimerizasyon mekanizmasi.
4.2.7. Empedans olciimleri

Ciplak ve modifiye elektrotlar, elektrokimyasal empedans spektroskopi yontemi (EIS) ile
karakterize edilmistir. EIS teknigi ile karakterizasyon, 6 mM ferrisiyaniir iceren 1 M
KNOs varliginda bir Ivium potansiyostat ile, veri toplama islemi ise IviumSoft™
yazilimi tarafindan gergeklestirilmistir. EIS, GCE yiizeyinin 3TCA ve 3MTF bilesik
katmani tarafindan modifikasyon etkisini arastirmak ic¢in kullanilmistir. Empedans
spektrumlart ivium yazilimi kullanilarak esdeger devrelere yerlestirilmistir (Sekil 4.33).
Esdeger devreler sunlart igerir: ¢ozelti direnci (Rs), yiik transfer direnci (Rct), sabit faz
eleman1 (CP) ve Warburg direnci (W). Sekil 4.33, ciplak ve modifiye edilmis GCE i¢in
tipik Nyquist grafiklerini temsil eder. Sekilde goriildiigii gibi, ¢iplak GCE'nin Nyquist
grafikleri, yliksek frekans bolgesinde yarim daire ile diisiik frekansta, diiz bir ¢izgiyi
temsil eder. Modifiye edilmis elektrodun Nyquist grafikleri, yiiksek frekans bolgesindeki
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ciplak elektrot icin gozlemlenenden daha kiiciik bir yarim daireyi temsil eder. Bu da,
¢iplak GCE i¢in tahmin edilenden daha diisiik bir yiik aktarim direnciyle (RCt) iliskilidir.
(Yani ¢iplak elektrodun yiik aktarim direnci daha diistik, modifiye elektrodun direnci ise
daha ytiksektir. Direncin akim ile ters orantili olmasindan dolayi, modifiye elektrodun
iletkenligi ciplak elektrodun iletkenliginden daha yiiksektir.)

Sonug olarak; modifiye elektrodun iletkenliginin ¢iplak elektrottan daha iyi olmas: ile

aciklanabilir.
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Sekil 4.33: GCE ve p(3TCA ko 3MTF)/GCE empedans 6l¢timleri.
4.2.8. Destek elektrolit etkisi

Her biri 0.1 M ve pH’s1 7.00 olan FT, AsT, TrsT, B-RT, SitT, PBST ve Sit-FT ¢ozeltileri
icerisine 4 mM konsantrasyonunda GNS stok c¢ozeltisinden ilave edilmistir. Hazirlanan
bu c¢ozeltiler kullanilarak p(3TCA ko 3MTF)/GCE ile SWV yontemi ile Ol¢limler
almmistir. Ol¢iim sonucunda elde edilen ve sekil 4.34(A)’da yer alan voltamogramlar ve
sekil 4.34(B)’deki bar grafigin incelenmesinden de anlasilacagi gibi GNS en iyi

elektrokimyasal davranis1 SitT igerisinde sergilemistir.
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Sekil 4.34: Elektrolit tiiriintin GNS SWYV pik akimina etkisi.
4.2.9. Destek elektrolitin pH etkisi

Destek elektrolitin pH degeri, analiz edilen maddelerin elektrokimyasal davranisini
etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle GNS’nin en iyi elektrokimyasal davranis
sergiledigi SitT’nin pH' sinin Ep {izerindeki etkisi 1.00-7.00 araliginda arastirilmistir.
Artan pH ile, pik potansiyeli sekil 4.35(A)’da goriildiigli gibi negatif degerlere dogru
kaymustir. Sekil 4.35(B)’de yer alan pik potansiyeli ve pH arasindaki iligkinin dogrusal
oldugu esitlik (4.2)’de goriilmektedir.

Ep=1.2003 - 0.054 pH (R?=10.9969) (4.2)
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Sekil 4.35: GNS SW voltamogrami (A), pH-potansiyel grafigi (B).

pH-Potansiyel grafiginin egimi olan 53.7 mV, p(3TCA ko 3MTF)/GCE iizerinde
GNS’nin esit proton ve elektron oksidasyon siirecine karsilik gelen teorik Nernst
esitligindeki 59 mV degerine yakindir.

Daha sonra 1.00-7.00 araligindaki pH'nin, GNS’nin SWV pik akimu {izerindeki etkisi de
arastirildi. Elde edilen sonuglardan, pik akiminin pH 2.00’de maksimum degere ulastigi
ve daha sonra tekrar azalmaya basladig1 goriildii (Sekil 4.36). Bu sonuclar dogrultusunda
GNS’nin en iyi elektrokimyasal davranisini elde etmek agisindan ¢alismanin bundan

sonraki kisimlarinda, pH’s1 2.00 olan SitT nin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.36: pH-GNS SWYV pik akimu iligkisi.
4.2.10. SWYV analiz parametrelerinin etkisi

Analitin mevcut yamitim1 etkileyebilecek SWV parametrelerinin  optimizasyonu,
voltametrik prosediiriin genisletilmesinde onemli bir adimdir. Bu nedenle, biriktirme
potansiyeli, siyirma potansiyeli, biriktirme siiresi ve puls genligi gibi parametreler bu

kapsamda optimize edilmistir.

4.2.10.1.Biriktirme potansiyelinin etkisi

Calismanin bu asamaya kadar olan kisimlarinda SWV yontemi kullanilmistir. Bu
asamadan itibaren biriktirme potansiyeli, siyirma potansiyeli ve biriktirme siiresinin
etkisini incelemek lizere SWV yonteminin uzantisi olan birikim basamagi diginda SWV
yontemi ile ayni olan SWSV yontemi kullanilmistir. Bu yontemde biriktirme adiminda,
analit elektrot iizerine biriktirilir ve biriken analit daha sonra elektrottan siyrilir. Elektrot
tizerinde biriken analit, elektrokimyasal reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini artirir,
akimlar daha ytiksektir, bu nedenle algilama seviyesi 6nemli 6l¢iide diiser. Daha diisiik
seviyelerde tayin yapabilmek agisindan bu 6zelligin kullanilmasi 6nem arz etmektedir.
Bu yontemde biriktirme potansiyelinin etkisini incelemek i¢in 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve
0.8 V potansiyellerinde 30 saniye siire ile biriktirme islemi gercgeklestirilerek 0.5 V
potansiyelde siyrilarak dl¢timler yapilmigtir. Yapilan 6l¢iimlere ait voltamogramlar sekil
4.37(A)’da ve 6l¢iim sonuglarini ifade eden grafik sekil 4.37(B)’de yer almaktadir. S6z
konusu voltamogram ve grafikte de goriildiigii gibi biriktirme isleminin GNS’nin

elektrokimyasal davranisi lizerine ¢ok biiyiik etkisi olmustur. Farkli potansiyellerde
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yapilan biriktirme iglemlerinden 0.5 V potansiyelde yapilan biriktirme islemi GNS igin

en iyi yanit1 sergilemistir.

1 Q.‘:’

0D

1.0

Potansiyel, V 12

42.00 40.974

0.3 0.4 0.5 0.6 0.7 0.8
Biriktirme potansiyeli, V

Sekil 4.37: Biriktirme potansiyelinin GNS SWSV pik akimina etkisi.
4.2.10.2.S1yirma potansiyelinin etkisi

Siyirma potansiyelinin etkisini belirlemek i¢in p(3TCA ko 3MTF)/GCE iizerinde 0.5 V
potansiyelde 30 saniye biriktirilen GNS; 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8 V potansiyellerinde
styrilarak GNS’nin elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil 4.38(A)’da goriilen
voltamogramlar ve sonuglari ifade eden sekil 4.38(B)’deki grafikten de anlasilacagi gibi

en iyi styirma potansiyeli 0.6 V olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.38: Styirma potansiyelinin GNS SWSV pik akimina etkisi.
4.2.10.3.Biriktirme siiresinin etkisi

Elektrot iizerinde biriken analit, elektrokimyasal reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini
arttirir ve buna bagh olarak pik akimi biiyiliyerek algilama seviyesinin onemli 6l¢iide
diismesine yol acar. Bu nedenle biriktirme siiresi yaygin olarak kullanilan bir
parametredir. Bu ¢alismada biriktirme siiresinin etkisini belirlemek i¢in p(3TCA ko
3MTF)/GCE iizerinde 0.5 V potansiyelde 15, 20, 25, 30, 35, 45 ve 60 s siire ile biriktirme
islemi gerceklestirilmis ve SWSV yontemi kullanilarak 0.6 V potansiyelde siyrilarak
dlgiimler gerceklestirilmistir. Olgiimlerin sonucuna ait sekil 4.39(A)’da yer alan
voltamogramlar ve sonuglari ifade eden sekil 4.39(B)’deki grafigin incelenmesinden de
anlagilacagi gibi en iyi biriktirme siiresi 30 s olarak belirlenmistir. Daha fazla biriktirme
siiresinde pik akiminin azalmasi elektrot ylizeyindeki GNS miktarinin smir degerine

ulasildigin1 gosterir.
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Sekil 4.39: Biriktirme siiresinin GNS SWSV pik akimina etkisi.
4.2.10.4.Puls genliginin etkisi

Puls genliginin voltametrik akim yogunlugu iizerindeki etkisi 10-35 mV araliginda
incelenmistir. Sekil 4.40(A) ve Sekil 4.40(B)’de de acikca goriildiigli gibi GNS’nin pik
akimi, 25 mV puls genligine kadar artmis ve bu degerden sonra azalmistir. Bu nedenle

25 mV’luk puls genligi ile ¢calisilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.40: Puls genliginin GNS SWSYV pik akimina etkisi.
4.2.11. Kalibrasyon grafigi

Yukarida tespit edilen optimum kosullar altinda 0.05-4.00 mM ( 0.05, 0.08, 0.10, 0.20,
0.40, 0.60, 0.80, 1.00, 1.20, 1.40, 1.60, 1.80, 2.00, 2.50, 3.00, 3.50 ve 4.00) konsantrasyon
araliginda SWSV yontemi ile yapilan dl¢limler sonucunda elde edilen voltamogramlar
sekil 4.41°de goriilmektedir.

Bu voltamogramlardaki GNS pik akimlar1 kullanilarak 0.05-4.00 konsantrasyon araligini
iceren kalibrasyon grafigi ¢izilmistir. Sekil 4.42°de goriilen kalibrasyon grafigine ait
dogru denklemi, y=30.147x+0.2368 ve R?>=0.9999 olarak hesaplanmistir. Kalibrasyon
grafiginden elde edilen veriler kullanilarak esitlik (2.4)’teki formiile gére hesaplanan

LOD 0.039 mM, esitlik (2.5)’ teki formiile gore hesaplanan LOQ ise 0.129 mM dur.
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Sekil 4.41: 0.05-4.00 mM konsantrasyon araliginda GNS SWSV voltamogramlari.
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Sekil 4.42: GNS’ nin 0.05-4.00 mM konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrisi.

4.2.12. Tekrariiretilebilirlik

Bu calismada hazirlanan p(3TCA ko 3MTF)/GCE sadece bir defa kullanilabilir oldugu,
icin modifiye edilen ayni elektrotla tekrarlanabilir sonuglar elde edilememektedir. Bu

nedenle p(3TCA ko 3MTF)/GCE’nin tekrariiretilebilirligi incelenmistir. Bu amag i¢in

GCE yukarida anlatilan optimum sartlarda her defasinda yeniden modifiye edilerek

hazirlanmistir. Arka arkaya optimum kosullarda 15 defa hazirlanan p(3TCA ko

3MTF)/GCE kullanilarak 1.2 mM konsantrasyonunda GNS’nin elektrokimyasal

davramsi SWSV yontemi ile incelenmistir. Olgiimler sonucunda ortaya ¢ikan

voltamogramlar sekil 4.43(A)’da goriilmektedir. Voltamogramlar ve sekil 4.43(B)’deki

bar grafigindeki veriler kullanilarak, standart sapma 0.48 ve % bagil standart sapma ise
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1.31 olarak hesaplanmistir. Bu degerler g6z oniine alindiginda, yontemin tekrarlanabilir,

son derece kararli ve duyarli (% 98,69) oldugu goriilmektedir.
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Tekraruretilebilirlik

Sekil 4.43: p(3TCA ko 3MTF)/GCE’ nin tekrariiretilebilirligi.
4.2.13. pBTCA ko 3MTF)/GCE ile sentetik idrarda gentamisin tayini

Viicuda alinan GNS’nin yaklasik olarak %80’lik kismi viicudumuzdan idrar yoluyla
atilmaktadir. Bu nedenle gelistirilen yontemin sentetik idrarda GNS tayini standart
ekleme metodu ile test edilmistir. Bunun i¢in boliim 3.6°da belirtildigi sekliyle sentetik
idrar ¢ozeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan bu idrar ¢ozeltisinden 1 mL almip SitT
(pH=2.00) ile 5 mL’ye tamamlanmis (1:4) ve hazirlanan bu ¢6zeltinin pH’s1 da 2.00’a
ayarlanmigtir. Bu sekilde hazirlanan 3 seri ¢6zeltinin her birinin SWSV voltamogrami
alindiktan sonra igerisine sirastyla 100 ve 200 uM GNS ilavesi yapilmis ve her ilaveden
sonra SWSV metodu ile dlgiimler gergeklestirilmistir. Yapilan 6l¢timler sonucunda elde

edilen voltamogramlar sekil 4.44(A, B ve C)’de goriilmektedir.
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Sekil 4.44: p(3TCA ko 3MTF)/GCE ile sentetik idrarda GNS tayini.

Olgiimler sonucunda bulunan konsantrasyon kullanilarak geri kazanim verimleri esitlik

2.2) kullanilarak hesaplanmistir. Hesaplanan % geri kazanim verimleri incelendiginde
P p g g

100 uM ilave icin % 97.35-% 98.66, 200 uM ilave icin % 99.59-% 100.42 oranlarinda

geri kazanim verimi elde edildigi Cizelge 4.5’ de goriilmektedir. Sonuglardan, p(3TCA
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ko 3MTF)/GCE’ nin sentetik idrar ¢ozeltisinde GNS’yi ¢ok iyi kararlilik ve duyarlilikla

tayin ettigi goriilmektedir.

Cizelge 4-4: GNS % Geri kazanim verimi

Bulunan miktar (uM) Geri Kazanim Verimi (%)

Ek!enen Seri 1 Seri 2 Seri 3 Seri 1 Seri 2 Seri 3
mikiar vy M) (M) % % %
(uM)

Standart
sapma

100.00 97.35 98.66 98.40 97.35 98.66 98.40
200.00 199.19  200.84 199.43 99.59 100.42 99.71

+ 0.695
+0.895

4.3. pTSA dop Edilmis poli(CD) Kullanarak GNS Tayini

BCD-pTSA monomer karisimlarindan olusan polimerin GNS i¢in iyi yanit verdigi boliim

4.2.3.1°de aciklanmistir. BCD ve pTSA monomer ¢ozeltileri kullanilarak CV metoduyla

(-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda elektropolimerizasyon yontemiyle olusturulan

polimerde sadece BCD elektropolimerlesme yaparak pTSA ile konuk-konakcil (host-

guest) etkilesimi ile GNS’nin elektrot yiizeyinde kiimiilasyonunu artiracak iletken

karakterli bir film yapis1 olugsmustur. BCD ve pTSA monomerlerinin karisim ¢ozeltisine

ait polimerlesme voltamogrami sekil 4.45°da goriilmektedir.

Akim, JA

-50_]

-100_]

T
1.0 0.5 0.0 05 1.0
Potansiyel, V

Sekil 4.45: BCD ve pTSA polimerlesme voltamogrami.
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4.3.1. Elektrot modifikasyonu

4.3.1.1. Monomer oraninin etkisi

BCD:pTSA monomer c¢ozeltilerinin oraninin etkisini incelemek i¢in BCD monomer
cOzeltisi 1 mM’da sabit tutularak pTSA konsantrasyon orani degistirilerek farkl
oranlardaki monomer ¢o6zeltileri (1.00:0.50, 1.00:1.00, 1.00:1.50, 1.00:2.00, 1.00:2.50,
1.00:3.00, 1.00:3.50 ve 1.00:4.00), 0.1 M FT (pH 7.00) icerisinde hazirlanmistir.
Hazirlanan bu monomer ¢ozeltileri ile (-1.2)-(1.2) V potansiyel araliginda, 100 mV/s
tarama hizi ve 4 dongi kosullarinda CV yontemi kullanilarak GCE modifiye edilmistir.
Modifiye GCE’ler kullanilarak SWV yontemi ile GNS’nin elektrokimyasal davranisi
incelenmistir. Sekil 4.46(A)’da goriilen voltamogramlar ve sekil 4.46(B)’deki bar grafigi
incelendiginde GNS icin en iyi yanit1 1.00:3.00 oramindaki BCD:pTSA monomer
¢Ozeltisinin verdigi goriilmiistiir. Bu nedenle ¢alismanin bundan sonraki kisimlarinda

monomer orant olarak 1.00:3.00 oraninin kullanilmasina karar verilmistir.

50
1.0 L 000
Potansiyel, V 12

B
2.936
3.00 2.838 2896 2.856 2.837
2795 REL
280 2713 2.741 7
< 260 | 2521
=
S 240
<
2.20
L Q Q Q \} Q Q D Q
GQ ,Qb ,\9 ,x‘-’ f\,Q '\f? %Q ,ﬂ;‘-’ »9

Qa Q. Q- Q'- Q’- Q.o Q: Q"
S & &S S

BCD:pTSA orant

Sekil 4.46: BCD:pTSA monomer oraninin GNS SWYV pik akimina etkisi.
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4.3.1.2. Monomer konsantrasyonunun etkisi

GNS’ nin elektrokimyasal davranisi iizerine etki edecek olan en iyi monomer
konsantrasyonunu belirlemek agisindan yukarida belirtilen monomer orani (1.00:3.00)
g6z onilinde bulundurularak farkli konsantrasyonlarda (0.50:1.50, 0.70:2.25, 1.00:3.00,
1.25:3.75 ve 1.50:4.50 mM) monomer ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan bu monomer
cozeltileriyle CV metodu ile modifiye edilen elektrotlar kullanilarak SWV yontemi ile
Olctimler gergeklestirilmistir. Sekil 4.47 (A ve B)’de yer alan voltamogram ve grafik
incelendiginde en iyi monomer konsantrasyonunun 0.75 mM BCD ve 2.25 mM pTSA
oldugu goriilmektedir. Sonuglar incelendiginde konsantrasyon artistyla beraber GNS’ye
ait pik akimi yiiksekliginin 0.75 mM BCD ve 2.25 mM pTSA’ya kadar artt1g1, monomer
konsantrasyonunun daha fazla artirilmasiyla beraber GNS pik akiminin azalmaya
basladig goriilmiistiir. Elektrot yilizeyinde daha fazla polimer birikmesinin pik akiminin

kiictilmesine yol agtig1 diistiniilmektedir.
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Sekil 4.47: Monomer konsantrasyonunun GNS SWYV pik akimina etkisi.
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4.3.1.3. Film kalinhgin etkisi

Film kalinliginin etkisi CV yonteminde dongili sayis1 degistirilerek arastirilmistir. Bu
islem i¢cin CV metodu ile 1, 2, 3, 4, 5 ve 6 dongiiliik filmler olusturularak GCE modifiye
edilmistir. Modifiye edilen elektrotlarin GNS’nin elektrokimyasal davranisi {izerine etkisi
SWV yontemi ile incelenmis olup sekil 4.48(A)’da yer alan voltamogramlar ve sekil
4.48(B)’deki grafigin incelenmesi sonucunda da goriilebilecegi gibi en iyi pik akimi 4
dongiiliik film ile elde edilmistir. 5. dongiiden sonra modifiye edilen elektrot ylizeyinde

filmin kalinlagmasina bagli olarak GNS pik akiminin azaldig1 gortilmiistiir.
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Sekil 4.48: Film kalinliginin GNS SWYV pik akimina etkisi.
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4.3.1.4. Polimerlesme ortamm pH’simin etkisi

Monomer olarak kullanilan BCD ve pTSA’nin her ikiside sulu ortamda ¢6ziinmektedir.
Calismanin buraya kadar olan kisminda monomer ¢6zeltisi pH’s1 7.00 olan FT igerisinde
hazirlanmigtir. Polimerlesme ortaminin pH etkisini incelemek i¢in degikik pH’larda
(6.00, 6.50, 7.00, 7.50 ve 8.00) 0.75 mM BCD ve 2.25 mM pTSA monomerlerinin
karisimindan olusan ¢dzeltiler hazirlanmigtir. Hazirlanan bu monomer ¢d6zeltileri
kullanilarak yukarida optimize edilen sartlarda GCE CV yontemiyle modifiye edilmistir.
Modifiye edilen elektrotlar ile GNS’nin ektrokimyasal davranisi SWV metodu ile
incelenmis olup sekil 4.49 (A ve B)’de yer alan voltamogramlar ve grafigin
incelenmesinden de anlagilabilecegi gibi en iyi pik akimi pH’1 7.00 olan monomer

¢oOzeltisi ile elde edilmistir.
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Sekil 4.49: Polimerlesme ortamimin pH’sinin GNS SWV pik akimina etkisi.
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4.3.1.5. Tarama hizinin etkisi

Tarama hizinin etkisini belirlemek i¢in GCE yiizeyinde 40, 60, 80, 100, 120 ve 140 mV/s
tarama hizlarinda 4 dongiiden olusan filmler olusturulmustur. Modifiye edilen elektrotlar
ile GNS’nin elektrokimyasal davranist SWV metodu ile incelenmis olup sekil 4.50(A ve
B)’de yer alan voltamogramlar ve grafigin incelenmesinden de anlasilabilecegi gibi en

iyi pik akimi 80 mV/s tarama hiz1 ile olusturulan film ile elde edilmistir.
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Sekil 4.50: Tarama hizinin GNS SWYV pik akimina etkisi.
4.3.2. Elektrokatalitik aktivite

Ciplak GCE ve yukarida anlatilan optimum sartlar ile modifiye edilen GCE’nin CV
metodu ile (-0.2)-(0.8) V potansiyel araliginda 1 M KNOj3 iginde 6 mM K3[Fe(CN)g]’ nin

elektrokimyasal yanitina ait voltamogramlar sekil 4.51°de ve bu voltamogramlardaki pik
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akimlar cizelge 4.5 de gosterilmistir. Cizelgedeki pik akimlarindan da anlasilacag: gibi
pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE, ¢iplak GCE’ ye gore ¢ok daha iyi bir elektrokatalitik
aktivite sergilemistir.

Cizelge 4-5: GCE ve pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’nin elektrokatalitik aktivitesine
ait pik akimlari.

Yiikseltgenme Indirgenme
Elektrot . Akim Potansiyel Akim
Potansiyel (V) (nA) V) (LA)
GCE 0.31 69.153 0.21 31.345
pTSA dop edilmis
»(BCD)/GCE 0.31 82.829 0.21 38.067

50_}
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b: p(BCD-pTSA)/GCE

02 00 02 04 06 08
Potansiyel, V

Sekil 4.51: pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’nin elektrokatalitik aktivitesi.
4.3.3. pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’nin polimerlesme mekanizmasi

Bu c¢alismada pTSA destek elektrolit gorevi gérmekte olup elektropolimerlesmeye
katilmamistir. Sadece BCD elektropolimerizasyon sartlar1 dahilinde elektropolimerlesme
yaparak konuk-konakcil (host-guest) etkilesimi ile GNS’nin elektrot yiizeyinde
kiimiilasyonunu arttiracak iletken karakterli bir film yapist vermistir. BCD’ye ait
elektropolimerizasyon mekanizmasinin iki basamakta gerceklestigi diisliniilmektedir.
Birinci basamakta, literatiire gore, bir elektrokimyasal potansiyel uygulayarak, fCD'yi
kismen oksitlemek miimkiindiir. Bu oksidasyon sadece molekiiliin polarizasyonuna

neden olmakla kalmaz, ayn1 zamanda hidroksil grubunu tastyan karbon tizerinde radikal
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bir katyon da olusturur. Bu aktif merkez, bir keton olusturarak kovalent bir bag yoluyla
CGE yiizeyi ile etkilesime girer. Bu nedenle, BCD monomeri CGE'nin yiizeyine birakilir,
bu asama Sekil 4.52(A)’da gosterilmistir. Ikinci basamakta BCD oksitlendiginden,
birincil hidroksiller oksidasyona kars1 daha hassas hale gelir. Literatiire gore, bir birincil
hidroksilin oksidasyonu bir karboksilik asit ve/veya aldehid iiretir . Islemde olusan radikal
katyonlar, bir dimer olusturmak i¢in birbirleriyle reaksiyona girebilir. Bir hipotez,
esterlesme olarak bilinen reaksiyonun, bir dimer olusturan birincil hidroksil (-OH) ile
karboksilik asit (-COOH) arasinda gerceklesmesidir. Boylece, monomerlerin birlesmesi
art arda biiyliyen bir zincire yol agar. Bu elektropolimerizasyon asamasi igin onerilen

mekanizma Sekil 4.52(B) 'de gosterilmistir [68-69].
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Sekil 4.52: BCD elektropolimerizasyon mekanizmasi.

Bu calismada olusan film i¢inde kalan pTSA dopant etki yaparak filmin iletkenliginde
artisa ve film yapisinda elektron transferini giiglendirici bir etkiye yol a¢cmigtir [70].
Sonug olarak elde edilen sensér hem GNS’ye karst duyarli, hemde elektron transferini

hizli gerceklestirdigi i¢in etkili bir sensor olarak 6ne ¢ikmaktadir.

4.3.4. Empedans olciimleri

Empedans spektroskopi yontemi, elektrot modifikasyonundan sonra arayiiz 6zellikleri
hakkinda ayrmtili bilgi verir. Sekil 4.53, pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE yiizeyi
modifikasyonundan sonra yiik transfer direncinde bir azalma gosteren EIS Ol¢iimlerini

gostermektedir. Empedans spektrumu, sekil 4.57°de gosterilen esdeger devre kullanilarak
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yerlestirildi. pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE, ciplak GCE ile karsilagtirildiginda daha
diisiik bir yiik transfer direnci gdsterdi. Bu sonuglar, elektrot yiizeyinde biriken tabaka

nedeniyle elektron transferinin hizlanmasiyla aciklanabilir.
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Sekil 4.53: GCE ve pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE empedans 6l¢iimleri.
4.3.5. Destek elektrolit etkisi

Her biri 0.1 M ve pH’s1 7.00 olan FT, AsT, TrsT, B-RT, SitT, PBST ve Sit-FT ¢ozeltileri
icerisine 4 mM konsantrasyonunda GNS stok ¢ozeltisinden ilave edilmistir. Hazirlanan
bu ¢ozeltiler kullanilarak pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE ile SWV yontemi ile 6l¢timler
almmistir. Ol¢iim sonucunda elde edilen ve sekil 4.54(A)’da yer alan voltamogramlar ve
sekil 4.54(B)’deki bar grafigin incelenmesinden de anlasilacagi gibi GNS en iyi

elektrokimyasal davranis1 SitT igerisinde sergilemistir.
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Sekil 4.54: Destek elektrolit tiiriiniin GNS’ nin SWV pik akimina etkisi.
4.3.6. Destek elektrolitin pH etkisi

Destek elektrolitin pH degeri, analiz edilen maddelerin elektrokimyasal davranisini
etkileyen 6nemli bir faktordiir. Bu nedenle GNS’nin en iyi elektrokimyasal davranis
sergiledigi SitT’nin pH’sinin pik potansiyeli (Ep) tizerindeki etkisi 1.00-7.00 araliginda
arastirtlmistir. Artan pH ile, pik potansiyeli sekil 4.55(A)’da goriildiigii gibi negatif
degerlere dogru kaymistir. Sekil 4.55(B)’de yer alan pik potansiyeli ve pH arasindaki
iliski dogrusaldir ve agsagidaki gibi formiile edilebilir.

Ep=1.2006-0.052pH (R?=0.9977) (4.3)
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Sekil 4.55: GNS SW voltamogrami (A), pH-potansiyel grafigi (B).

pH-Potansiyel grafiginin egimi olan 52 mV, pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’ nin GNS'
nin esit proton ve elektron oksidasyon siirecine karsilik gelen teorik Nernst esitligindeki
59 mV degerine yakindir.

Daha sonra, 1.00-7.00 araligindaki pH'm, GNS’nin pik akimi tizerindeki etkisi de
arastirildi. Elde edilen sonuglardan, pik akiminin pH 2.00’de maksimum degere ulastigi
ve daha sonra tekrar azalmaya basladig1 goriildii (Sekil 4.56). Bu sonuclar dogrultusunda
GNS’nin en iyi elektrokimyasal davranisini elde etmek agisindan ¢alismanin bundan

sonraki kisimlarinda, pH’s1 2.00 olan SitT’nin kullanilmasina karar verilmistir.
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Sekil 4.56: Destek elektrolit pH’sinin GNS SWV pik akimina etkisi.

4.3.7. SWYV analiz parametrelerinin etkisi

Analitin mevcut yamtin1 etkileyebilecek SWV parametrelerinin optimizasyonu,
voltametrik prosediiriin genigletilmesinde onemli bir adimdir. Bu nedenle, biriktirme
potansiyeli, siyirma potansiyeli, biriktirme siiresi ve puls genligi gibi parametreler

optimize edilmistir.

4.3.7.1. Biriktirme potansiyelinin etkisi

Calismanin bu asamasina kadar olan kisimlarinda SWV yontemi kullanilmigtir. Bu
asamadan itibaren biriktirme potansiyeli, siyirma potansiyeli ve biriktirme siiresinin
etkisini incelemek tizere SWV yodnteminin uzantisi olan birikim basamagi disinda SWV
yontemi ile ayni olan SWSV yontemi kullanilmistir. Bu yontemde biriktirme adiminda,
analit elektrot lizerine biriktirilir ve biriken analit daha sonra elektrottan siyrilir. Elektrot
tizerinde biriken analit, elektrokimyasal reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini artirir,
akimlar daha yiiksektir, bu nedenle algilama seviyesi 6nemli dlgiide diiser. Daha diisiik
seviyelerde tayin yapabilmek agisindan bu 6zelligin kullanilmasi 6nem arz etmektedir.
Bu yontemde biriktirme potansiyelinin etkisini incelemek i¢in 0.1, 0.2, 0.3, 0.4 ve 0.5 V
potansiyellerinde 30 saniye siire ile biriktirme islemi gerceklestirilerek 0.5 V potansiyelde
styrilarak Ol¢timler yapilmistir. Yapilan dlgiimlere ait voltamogramlar sekil 4.57(A)’da
ve Olclim sonuglarini ifade eden grafik sekil 4.57(B)’de yer almaktadir. S6z konusu
voltamogram ve grafikte de goriildiigli gibi modifiye elektrot {izerinde biriktirme

isleminin GNS’nin elektrokimyasal davranisi iizerine biiylik etkisi olmustur. Farkli
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potansiyellerde yapilan biriktirme iglemlerinden ise 0.3 V’da yapilan biriktirme islemi

GNS i¢in en iyi yanit1 sergilemistir.
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Sekil 4.57 Biriktirme potansiyelinin GNS SWSV pik akimina etkisi.

4.3.7.2. Siyirma potansiyelinin etkisi

Siyirma potansiyelinin etkisini belirlemek i¢in pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE iizerinde
0.5 V potansiyelde 30 saniye biriktirilen GNS; 0.4, 0.5, 0.6, 0.7 ve 0.8 V potansiyellerinde
styrilarak GNS’nin elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Sekil 4.58(A)’da goriilen
voltamogramlar ve sonuglari ifade eden sekil 4.58(B)’deki grafikten de anlasilacagi gibi

en iyi styirma potansiyeli 0.6 V olarak tespit edilmistir.
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Sekil 4.58: Siyirma potansiyelinin GNS SWSV pik akimina etkisi.

4.3.7.3. Biriktirme siiresinin etkisi

Elektrot lizerinde biriken analit, elektrokimyasal reaksiyon i¢in mevcut analit kiitlesini
artirir ve buna bagl olarak pik akimlar1 biiyliyerek algilama seviyesinin 6nemli 6lclide
diismesine yol agar. Bu nedenle biriktirme siliresi yaygin olarak kullanilan bir
parametredir. Biriktirme siiresinin GNS pik akimina etkisini belirlemek i¢in pTSA dop
edilmis p(BCD)/GCE iizerinde 0.5 V potansiyelde 10, 15, 20, 30, 40 ve 50 s siire ile
biriktirme islemi gergeklestirilmis ve SWSV yontemi kullanilarak 0.6 V potansiyelde
styrilarak dl¢iimler gergeklestirilmistir. Olgiimlerin sonucuna ait sekil 4.59(A)’da yer alan
voltamogramlar ve sonuglari ifade eden sekil 4.59B)’deki grafigin incelenmesinden de
anlasilacagi gibi en iyi biriktirme siiresi 20 s olarak belirlenmistir. Daha fazla biriktirme
siiresinde pik akiminin azalmasi elektrot ylizeyindeki GNS miktarinin smir degerine

ulasildigini gosterir.
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Sekil 4.59: Biriktirme siiresinin GNS SWSV pik akimina etkisi.

4.3.7.4. Puls genliginin etkisi

Puls genliginin voltametrik akim yogunlugu tizerindeki etkisi 10-40 mV araliginda (10,
20, 25, 30, 35 ve 40) incelenmistir. Sekil 4.60(A) ve sekil 4.60(B)’de de agik¢a goriildiigii
gibi GNS’nin pik akimi, 25 mV puls genligine kadar artmig ve bu degerden sonra

azalmistir. Bu nedenle 25 mV’luk puls genligi ile ¢alisilmasina karar verilmistir.

95



1.0
Potansiyel, V 12

B
150.00
120.757
120.00 109.730
<
= 90.00
£
-~ 60.00 32.747
< 25.187
30.00
0.00
10 20 25 30 35 40
Puls genligi, mV

Sekil 4.60: Puls genliginin GNS SWSV pik akimina etkisi.

4.3.8. Kalibrasyon grafigi

Yukarida tespit edilen optimum kosullar altinda 0.06-3.50 mM ( 0.06, 0.08, 0.10, 0.20,
0.40, 0.60, 0.80, 1.00, 1.20, 1.40, 1.60, 1.80, 2.00, 2.50, 3.00 ve 3.50) konsantrasyon
araliginda SWSV yontemi ile yapilan 6l¢timler sonucunda elde edilen voltamogramlar

sekil 4.61°de goriilmektedir.
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Sekil 4.61: 0.06 -3.50 mM konsantrasyon aralifinda GNS SWSV voltamogramlari.

Bu voltamogramlardaki GNS pik akimlari kullanilarak 0.06-3.50 mM konsantrasyon
araligin1 igeren kalibrasyon grafigi cizilmistir. Sekil 4.62’de goriilen kalibrasyon
grafigine ait dogru denklemi, y=32.98x+0.2173 ve R?=0.9998 olarak hesaplanmuistir.
Kalibrasyon grafiginden elde edilen veriler kullanilarak esitlik (2.4)’teki formiile gore
hesaplanan LOD 0.048 mM, esitlik (2.5) teki formiile gore hesaplanan LOQ ise 0.160
mM dir.

140 y=32.98x-0.2173

R?=0.9998
120 °

100 P
ol e
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'

0.00 050 1.00 150 2.00 250 3.00 350 4.00
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Sekil 4.62: GNS’ nin 0.06-3.50 mM konsantrasyon araliginda kalibrasyon egrisi.
4.3.9. Tekrariiretilebilirlik

Elektrokimyasal olarak modifiye edilen elektrotlar kullanilan polimere ve analite gore

degismekle beraber genellikle bir veya iki defa kullanilabilmektedirler. Bu c¢alismada
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hazirlanan pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’de tekrar edilebilir sonug veren bir elektrot
degildir. Bu nedenle pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’ nin yeniden {iretilebilirligi
incelenmistir. Bu amag i¢in GCE yukarida anlatilan optimum sartlarda her defasinda
yeniden modifiye edilerek hazirlanmistir. Arka arkaya 15 defa hazirlanan pTSA dop
edilmis p(BCD)/GCE kullanilarak 1.0 mM konsantrasyonunda GNS’nin elektrokimyasal
davranist SWSV yéntemi ile incelenmistir. Olciimler sonucunda ortaya c¢ikan
voltamogramlar sekil 4.63(A)’da goriilmektedir. Voltamogramlar ve sekil 4.63(B)’deki
bar grafikten, standart sapma 0.37 ve % bagil standart sapma 1.15 olarak hesaplanmaistir.
Bu degerler gbz dniine alindiginda, yontemin tekrarlanabilir, son derece kararli ve duyarl

(% 98,85) oldugu goriilmektedir.
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Sekil 4.63: pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’nin tekrariiretilebilirligi.
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4.3.10. pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE ile sentetik idrarda gentamisin tayini

GNS biiyiik oranda viicudumuzdan idrar yoluyla atilmaktadir. Bu nedenle gelistirilen
yontemin sentetik idrarda GNS tayini standart ekleme metodu ile test edilmistir. Bunun
icin boliim 3.6’da belirtildigi sekliyle sentetik idrar ¢6zeltisi hazirlanmistir. Hazirlanan
bu idrar ¢ozeltisinden 1 mL alinip SitT (pH=2.00) ile 5 mL’ye tamamlanmis (1:4) ve
hazirlanan bu ¢6zeltinin pH’s1 da 2.00°a ayarlanarak SW'S voltamogramlar1 alinmistir. Bu
sekilde hazirlanan 3 seri ¢ozeltinin her birinin iizerine sirasiyla 100 ve 200 uM GNS
ilavesi yapilmis ve her ilaveden sonra SWSV metodu ile 6l¢timler gergeklestirilmistir.

Yapilan 6l¢iimler sonucunda elde edilen voltamogramlar sekil 4.64(A, B ve C)’de

goriilmektedir.
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Sekil 4.64: pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE ile sentetik idrarda GNS tayini.

Olgiimler sonucunda bulunan konsantrasyon kullanilarak geri kazanim verimleri esitlik
(2.2)’deki denklem kullanilarak hesaplanmistir.

Hesaplanan % geri kazanim verimleri incelendiginde 100 uM ilave i¢in % 97.16-% 98.74,
200 uM ilave i¢in % 98.24-% 99.11 oranlarinda geri kazanim verimi elde edildigi ¢izelge
4.6’de gorilmektedir pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’nin sentetik idrar ¢ozeltisinde
GNS’yi ¢ok iyi kararlilik ve duyarlilikla tayin ettigi goriilmektedir.

Cizelge 4-6: GNS % Geri kazanim verimi

Bulunan miktar (uM) Geri Kazanim Verimi (%)
Emkile(?;f Seril Seri2 Seri3  Seril Seri2  Seri3 Standart
0 0 0
(M) M) M) (M) Y0 Y0 Y0 sapma
100.00 97.16 98.74  98.38 97.16  98.74 98.38 +0.832
200.00 196.49 198.23 19692 9824  99.11 98.46 +0.907

100



5. SONUC ve ONERILER

Antibiyotikler bakteriyel enfeksiyonlarin 6nlenmsi ve tedavi edilmesi amaciyla
kullanilan ilaglardir. Antibiyotik direnci, bu ilaglarin kullanimina yanit olarak bakterilerin
genetik materyallerinin degismesi sonucunda ortaya cikan cok onemli bir kiiresel
sorundur. Antibiyotik direnci halk arasinda bilindigi sekliyle insanlar veya hayvanlarin
degil, bakterilerin antibiyotige karsi direncli hale gelmesidir. Direngli hale gelen
bakteriler insanlar1 ve hayvanlar1 enfekte ederek hastalanmalarina yol agtiginda, bu
sekilde ortaya ¢ikan enfeksiyonlarin tedavisi, direngli olmayan bakterilerin sebep oldugu
enfeksiyon hastaliklarin tedavisinden ¢ok daha zor bir hale gelir. Antibiyotik direnci uzun
siireli hastanede kalmaya, daha yiiksek tibbi maliyetlerin olugsmasina ve mortalitenin
artmasina sebep olur. Antibiyotik direncini azaltmak ic¢in tiim diinyada antibiyotik
kullanma konusunda bir davramis degisikligine ihtiya¢ duyulmaktadir. Direng gelisen
bakterilere kars1 antibiyotikler konusunda davranis degisikligi olmadan yeni
antibiyotikler gelistirilse dahi, antibiyotik direnci tiim diinya icin ¢ok onemli bir tehdit
olmaya devam edecektir. Davranis degisiklikleri ayrica iyi gida hijyeni, el yikama ve
asilama, yoluyla enfeksiyonlarmm yayilmasimi azaltmaya yonelik eylemleri de
kapsamalidir. Regetesiz olarak insanlarda veya hayvanlarda kullanilmak iizere antibiyotik
satin alinabiliyorsa, antibiyotik direncinin ortaya ¢ikisi ve yayilmasinin oniine gegilmesi
imkansiz hale gelebilmektedir. Bununla birlikte, hastaliklarin tedavisi ile ilgili standart
tedavi kilavuzlart olmayan iilkelerde, antibiyotikler doktorlar ve veterinerler tarafindan
asir bir sekilde recete edilmekte ve halk tarafindan yogun bir sekilde kullanilmaktadir.
Bu konu ile ilgili acilen bir eylem plani yapilmaz ise, yaygin enfeksiyonlarin ve hatta
kiiciik yaralanmalarin, insanlar1 dldiiriilebilecegi bir antibiyotik sonrasi déneme dogru
hizla gidilecektir. Antibiyotik direncinin yayilmasini 6nlemek ve kontrol etmek
multidisipliner bir ¢aligma gerektirmektedir. Bu sorunu Onlemek icin, saglik
profesyonellerinin antibiyotikleri sadece gerektiginde, mevcut tedavi kilavuzlaria gore
recete etmeleri ve karsilastiklar1 antibiyotige direngli enfeksiyonlart mutlaka siirveyans
ekiplerine bildirmeleri, hastalarini antibiyotik direnci, antibiyotikleri nasilkullanmalari
gerektigi ve yanlis antibiyotik  kullaniminin doguracagi tehlikeler hakkinda
bilgilendirmeleri son derece 6nem arz etmektedir. Bununla beraber saglik endiistrisinin,
yeni antibiyotiklerin kesfi, hastaliklarin teshisi, asilar ve diger araglarin gelistirilmesi
konularinda yatirim yapmasida sorunun ¢oziimii agisindan O6nemli bir husustur.

Antibiyotik direncine yol acan Onemli sektdrlerden biri de tarim sektoriidiir. Tarim

101



sektoriiniinde antibiyotik direnci kontrol etmek ve yayilmasini 6nlemek i¢in; Hayvanlara
veteriner hekim tarafindan uygun goriilmedikge antibiyotik verilmemeli, biiylimeyi
hizlandirmak yada saglikli hayvanlarda sonradan ortaya ¢ikabilecek hastaliklar1 6nlemek
icin antibiyotik kullaniminin Oniine gecilmesi gerekmekte, hayvanlarda antibiyotik
kullaniminm1 azaltmak i¢in enfeksiyon hastaliklarina karsi bagisiklik olusabilmesi igin
hayvanlarin zamaninda ve diizenli olarak asilanmasi gerekmektedir. Biitiin bu 6nlemlerle
birlikte biyolojik sivilarda, dokularda, et, siit ve bal gibi besin maddelerinde antibiyotik
kalintilariin kontrolii son derece 6nem arzetmektedir. Bu nedenle kalint1 antibiyotik
diizeyinin kolayca saptanabilecegi, hizli, duyarli, ucuz ve basit tayin yontemlerine ihtiyag
duyulmaktadir. Tez kapsaminda, Kinolonlar grubunda yer alan Siprofloksasin ve
Glikozitler grubunda yer alan Gentamisin’in tayinine yonelik basit, hizli, diisiik maliyetli
voltametrik sensorler gelistirilmistir.

S6z konusu sensorlerin gelistirilmesinde elektropolimerizasyon yontemi kullanilarak
elektrotlar agagida anlatildig1 gibi modifiye edilmistir.

SIP antibiyotigini tayin etmek i¢in, 2TM monomeri GCE yiizeyinde CV metodu
kullanilarak polimerlestirilmistir. 2TM literatiirde SIP tayini i¢in kullanilmayan ve ilk kez
bu calismada kullanilan bir monomerdir. 2TM’nin SIP tayinine ydnelik seciciligini ve
duyarliligin1 artirmak i¢in monomer konsantrasyonu, kalinligi ve CV tarama hiz1
parametreleri ¢alisma kapsaminda optimize edilerek SIP tayini i¢in en uygun hale
getirilmistir. Modifiye edilen p(2TM)/GCE ile SIP’in elektrokimyasal davranist SWSV
metodu ile incelenmistir. Bu kapsamda da SIP igin en uygun destek elektrolit tiirii ve
pH’s1 belirlendikten sonra, biriktirme potansiyeli, styirma potansiyeli, biriktirme siiresi
ve puls genligi parametreleri optimize edilerek literatiirde yer almayan yeni bir yontem
gelistirilmistir.  Yontemin validasyonu i¢in kalibrasyon grafigi ¢izilip tekrar
uiretilebilirligi ve gergek 6rneklerde uygulanabilirligi denenmistir. Lineer aralik 0.1-200
uM araligindadir. Bu aralikta egim farkindan dolayr 2 farkli kalibrasyon grafigi
¢izilmistir. Bunlardan birincisi 0.1-3 uM konsantrasyon araligini kapsamakta olup
dogrusal bir yapidadir ve korelasyon katsayis1 0.9993 diir. ikinci kalibrasyon egrisi de
10-200 uM konsanyrasyon araliginda olup dogrusaldir ve korelasyon katsayisi da 0.9989
dir. Kalibrasyon grafiginin standart sapmasi ve egimi kullanilarak hesaplanan LOD, 7 nM
LOQ ise 22 nM dir. Gelistirilen elektrotun tekrar iiretilebilirligini test etmek acisindan
optimum sartlarda 10 defa yeniden modifiye edilen elektrotun 3 uM SiP’e kars1 verdigi
elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, standart sapma 0.17 ve

% bagil standart sapma 0.40 olarak hesaplanmistir. Bu degerler gbz oniine alindiginda,
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yontemin tekrarlanabilir, son derece kararli ve duyarli (% 99,60) oldugu goriilmektedir.
Gelistirilen yontemin gercek &rnek uygulamasi, sentetik idrarda SIP tayini standart
ekleme metodu ile test edilmistir. Bunun sonucunda 10 uM ilave i¢in % 99.72-% 99.88,
20 uM ilave i¢in % 99.25-% 99.65 ve 40 uM ilave icin % 95.55-% 96.46 oranlarinda geri
kazamm verimi elde edilmistir. p(2TM)/GCE’nin sentetik idrar ¢dzeltisinde SIP’i ¢ok iyi
kararlilik ve duyarlilikla tayin ettigi gortilmistiir. Gelistirilen yontemin literatiirde yer

alan bazi ¢alismalarla karsilagtirilmasi ¢izelge 5.1° de verilmistir.

Cizelge 5-1: SIP icin gelistirilen yontemin literatiir karsilastirilmas.

Yontem Modifikasyon Lineer LOD R? Referans
Aralik

DPV CoFe204- 0.1-30 uM 0.036 uM  0.9837 [24]
MWCNT/GCE

DPV PEI 0.03-70 uM 0.003 uM  0.9981 [25]
@Fe;04@CNTs/GCE

SWv BDD 0.15-2.11 upM  0.05 uM 0.9974 [26]

Fluorescence MPA-CdS QDs 0.13-150 uM 0.04 uM 0.9914 [27]

probe

MIP bazl 1.5-1509 uM 0.8 uM 0.9993 [29]

mikromekanik

konsol sensor

FIA-AMP MWCNT-SPE 5-200 uM 0.06 uM [30]

BIA-AMP MWCNT-SPE 5-150 uM 0.07 uM

ASV Cd(IT)/Graphene- 0.1-10 uM 0.59 uM [31]
modified GCE

SWSV p(2TM)/GCE 0.1-200 uM 0.007 uM Bu ¢alisma

GNS antibiyotigini tayin etmek i¢in, iki farkli yontem gelistirilmistir.

Bunlardan birincisinde 3TCA ve 3MTF monomerleri ko polimer olarak GCE ylizeyinde
CV metodu kullanilarak polimerlestirilmistir. p(3TCA ko 3MTF) polimeri literatiirde
birlikte ve GNS tayini i¢in kullanilmayan, ilk kez bu ¢alismada kullanilan bir polimerdir.
p(BTCA ko 3MTF) nin GNS tayinine yonelik seciciligini ve duyarliligini artirmak ig¢in
monomer orani, monomer konsantrasyonu, kalinligi ve CV tarama hizi parametreleri
calisma kapsaminda optimize edilerek GNS tayini i¢in en uygun hale getirilmistir.
Modifiye edilen p(3TCA ko 3MTF)/GCE ile GNS’nin elektrokimyasal davranist SWSV
metodu ile incelenmistir. Bu kapsamda da GNS i¢in en uygun destek elektrolit tiirii ve
pH’s1 belirlendikten sonra, biriktirme potansiyeli, styirma potansiyeli, biriktirme siiresi
ve puls genligi parametreleri optimize edilerek literatlirde yer almayan yeni bir yontem
gelistirilmistir. Yontemin validasyonu i¢in kalibrasyon grafigi c¢izilip tekrar
uiretilebilirligi ve ger¢ek orneklerde uygulanabilirligi test edilmistir. Lineer aralik 0.05-

4.00 mM aralhigindadir. Bu aralik i¢in ¢izilen kalibrasyon grafigi dogrusal bir yapidadir
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ve korelasyon katsayist 0.9999 dir. Kalibrasyon grafiginin standart sapmasi ve egimi
kullanilarak hesaplanan LOD, 0.039 mM, LOQ ise 0.129 mM’dir. Gelistirilen elektrotun
tekrariiretilebilirligini test etmek agisindan optimum sartlarda 15 defa yeniden modifiye
edilen elektrotun, 1.2 mM GNS’ye kars1 verdigi elektrokimyasal davranisi incelenmistir.
Bu inceleme sonucunda, standart sapma 0.48 ve % bagil standart sapma 1.31 olarak
hesaplanmistir. Bu degerler goz oniine alindiginda, yontemin tekrarlanabilir, son derece
kararli ve duyarli (% 98.69) oldugu goriilmektedir. Gelistirilen yontemin ger¢ek 6rnek
uygulamasi, sentetik idrarda standart ekleme metodu ile test edilmistir. Bunun sonucunda
100 uM ilave icin % 97.35-% 98.66, 200 uM ilave icin % 99.59-% 100.42 oranlarinda
geri kazanim verimi elde edildmistir. p(3TCA ko 3MTF)/GCE’ nin sentetik idrar
cozeltisinde GNS’yi ¢ok 1yi kararlilik ve duyarlilikla tayin ettigi goriilmiistiir.

GNS tayini i¢in gelistirilen ikinci yontem de ise CD ve pTSA monomerleri GCE
yiizeyinde CV metodu kullanilarak polimerlestirilmistir. Bu ¢aligmada olusan film i¢inde
kalan pTSA dopant etki yaparak filmin iletkenliginde artisa ve film yapisinda elektron
transferini gliclendirici bir etkiye yol agmistir. pTSA dop edilmis p(BCD) polimeri
literatiirde birlikte ve GNS tayini i¢in kullanilmayan, ilk kez bu ¢alismada kullanilan bir
polimerdir. pTSA dop edilmis p(BCD)/GCE’ nin GNS tayinine yonelik segiciligini ve
duyarliligmmi artirmak i¢in monomer orani, monomer konsantrasyonu, polimerlesme
ortaminin pH’s1, kalinligir ve CV tarama hiz1 parametreleri ¢alisma kapsaminda optimize
edilerek GNS tayini i¢in en uygun hale getirilmistir. Modifiye edilen pTSA dop edilmis
p(BCD)/GCE ile GNS’nin elektrokimyasal davranisi SWSV metodu ile incelenmistir. Bu
kapsamda da GNS i¢in en uygun destek elektrolit tiirii ve pH’s1 belirlendikten sonra,
biriktirme potansiyeli, siyirma potansiyeli, biriktirme siiresi ve puls genligi parametreleri
optimize edilerek literatiirde yer almayan yeni bir yontem gelistirilmistir. YOntemin
validasyonu i¢in kalibrasyon grafigi cizilip tekrar tretilebilirligi ve gercek Orneklerde
uygulanabilirligi test edilmistir. Lineer aralik 0.06-3.50 mM araligindadir. Bu aralik i¢in
cizilen kalibrasyon grafigi dogrusal bir yapidadir ve korelasyon katsayisi 0.9998 dir.
Kalibrasyon grafiginin standart sapma ve egimi kullanilarak hesaplanan LOD, 0.048 mM,
LOQ ise 0.160 mM’dir. Gelistirilen elektrotun tekrariiretilebilirligini test etmek agisindan
optimum sartlarda 15 defa modifiye edilen elektrotun 1.0 mM GNS’ye kars1 verdigi
elektrokimyasal davranisi incelenmistir. Bu inceleme sonucunda, standart sapma 0.37 ve
% bagil standart sapma 1.15 olarak hesaplanmistir. Bu degerler gz 6niine alindiginda,
yontemin tekrarlanabilir, son derece kararli ve duyarli (% 98.85) oldugu goriilmektedir.

Gelistirilen yontemin gergek ornek uygulamasi sentetik idrarda standart ekleme metodu
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ile test edilmistir. Bunun sonucunda 100 puM ilave i¢in % 97.16-% 98.74, 200 uM ilave
icin % 98.24-% 99.11 oranlarinda geri kazanim verimi elde edildmistir pTSA dop edilmis
p(BCD)/GCE’nin sentetik idrar ¢ozeltisinde GNS’i ¢ok 1yi kararlilik ve duyarlilikla tayin
ettigi gorilmiistiir. Gelistirilen her iki yontemin literatiirde yer alan bazi ¢alismalarla

karsilastirilmasi ¢izelge 5.2°de verilmistir.

Cizelge 5-2: GNS i¢in gelistirilen yontemlerin literatiir karsilastirilmasi.

Yontem Modifikasyon Lineer LOD R? Referans
Aralik

Potansiyometrik MWNTs-PVC/SPE  0.0001-10mM  0.00075 mM [37]

titrasyon

batch-injection kanamycin-MIP 0.027 mM [38]

amperometri

HPLC/Tandem 0.000003 mM [39]

MS

Immiinokimyasal 0.000003 mM [41]

DPV BDD 1.34-33.58 mM  1.15mM 0.9802  [42]

SWSV p(3TCA ko 0.05-4.00 mM 0.039 mM 0.9999  Bugalisma
3MTF)/GCE

SWSvV p(BCD) + 0.06-3.50 mM 0.048 mM 0.9998  Bugalisma
pTSA/GCE

“Tiirk Gida Kodeksi Hayvansal Gidalarda Bulunabilecek Farmakolojik Aktif Maddelerin
Siniflandirilmas1 ve Maksimum Kalint1 Limitleri” Yo6netmeliginde yer alan MKL’ler
incelendiginde, kalint1 limitinin hayvanin cinsine ve dokuya gore degismekle birlikte STP
i¢in, 100-300 pg/Kg (3x104-9x10* mM); GNS igin ise 50-750 pg/Kg (0.034-0.504 mM)
oldugu gériilmiistiir. Bu antibiyotiklerden SIP normalde insan saglig: i¢in kullanilan bir
antibiyotik olup direk olarak hayvanlarda kullanilmamaktadir. Buna ragmen hayvanlarda
kullanilan Enrofloksasin birgok tiirde kendisinden daha etkili aktif metaboliti olan SIP’ e
doniisiir. Bu yiizden hayvansal dokularda SIP bulunabilir. SIP i¢in gelistirilen yéntemin
hayvansal dokulardaki 100-300 pg/Kg araligindaki MKL’yi tayin edecek ozellikte
oldugu; GNS i¢in gelistirilen yontemlerin ise hayvansal dokularda bulunan 50-750 pg/Kg
MKULyi biiyiik bir oranda tayin edebilecek 6zellikte oldugu goriilmektedir.

Sonug olarak tez ¢alismasi kapsaminda literatiirde yer almayan 3 yeni voltametrik yontem
gelistirilerek literatiire katki saglanmistir.

Gelistirilen yontemlerde optimize edilen parametreler ¢izelge 5.3’ de verilmistir.
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Cizelge 5-3: Gelistirilen yontemlere ait optimum parametreler.
p(2TM)/GCE p(3TCA ko 3MTF)/GCE pTSA dop edilmis
‘ p(BCD)/GCE
Analit SIP GNS GNS
Elektropolimerizasyon parametreleri
Yontem Ccv Ccv (O\Y
Monomer 2TM 3TCA ve 3MTF BCD ve pTSA
Monomer orant - 1.00-1.50 1.00:3.00
Monomer derigimi (mM) 10 2.50:3.75 0.75:2.25
CV tarama hizi (mV/s) 100 100 80
Kalinlik (dongii) 2 4 4
PolimerlesmepH ~  -—— - 7.00 (FT)
Analiz parametreleri
Destek elektrolit SitT SitT SitT
Destek elektrolit pH 5.00 2.00 2.00
Yontem SWV-SWSW SWV-SWSV SWV-SWSW
Biriktirme potansiyeli (V) 0.8 0.5 0.3
Siyirma potansiyeli (V) 0.5 0.6 0.6
Biriktirme siiresi (s) 15 30 20
Puls genligi (mV) 55 25 25
Lineer aralik 0.1-200 uM 0.05-4.00 mM 0.06-3.50 mM
LOD 7 nM 0.039 mM 0.048 mM
LOQ 22 nM 0.129 mM 0.160 mM
R? 0.9993 0.9999 0.9998
% RSD 0.40 1.31 1.15
Kararlilik 99.60 98.69 98.85
Geri kazanim verimi 95.55-99.88 97.35-100.42 97.16-99.11
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